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AFP Anti-Freeze-Protein (engl.: anti freeze protein)
bp Basenpaare (engl.: base pair)
C Cytosin
cDNA komplementa¨re Desoxyribonukleinsa¨ure
(engl.: complementary desoxyribonucleic acid)
DNA Desoxyribonukleinsa¨ure (engl.: desoxyribonucleic acid)
ds doppelstra¨ngig (engl.: double stranded)
dNTP Desoxy Ribonukleosid Triphosphat
EPS Extrazellula¨re Polymerische Substanzen
F0 Grundfluoreszenz
Fm maximale Fluoreszenz
Fv variable Fluoreszenz, Fv = Fm-F0
~g Erdbeschleunigung: 9,81m/s
G Guanin
kb Kilobasenpaare (engl.: kilo base pair)
lacZ Gen, das im lac-Operon fu¨r ß-Galactiosidase codiert
MA Gen aus dem Kohlweißling, diente in dieser Arbeit als interner Standard
N Zellzahl: Zellen/mL, Z/mL
NSP Gen aus dem Kohlweißling, diente in dieser Arbeit als interner Standard
PE Poly-Ethylen
PCR Polymerasekettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction)
QA Plastochinon
RNA Ribonukleinsa¨ure (engl.: ribonucleic acid)
RNA MA ku¨nstliche RNA eines Gens aus dem aus dem Kohlweißling,
diente in dieser Arbeit als interner Standard
ss einzelstra¨ngig (engl.: single stranded)
T Thymin
U Unit, Einheit der Enzymaktivita¨t




11 Einleitung und Ziel der Arbeit
Rund ein Zehntel der Meeresoberfla¨che der Erde wird sta¨ndig durch Meereis bedeckt,
wobei dessen Dicke und Ausdehnung starken saisonalen Schwankungen unterliegen. Mit
seiner maximalen Ausdehnung von 35 · 106 km2 [Parkinson und Gloersen, 1993]
stellt Meereis einen bedeutenden Lebensraum fu¨r Organismen dar, obwohl es zuna¨chst
den Eindruck einer kargen Ka¨ltewu¨ste erweckt. Die Dichte der Organismen im Meereis
ist daru¨ber hinaus sogar wesentlich ho¨her als die im darunter befindlichen Meerwasser
[Eicken, 1992; Garrison, 1983]. So tragen allein die photosynthetisch aktiven Orga-
nismen innerhalb des antarktischen Meereises mit 63 bis 70 Tg Kohlenstoff pro Jahr ca.
5% zur Prima¨rproduktion der antarktischen Meereis-Gebiete bei [Lizotte, 2001].
Wa¨hrend des Gefrierens von Meerwasser werden die im Wasser gelo¨sten Stoffe (ins-
besondere Salze) nicht in die Kristallstruktur des Eises eingebaut, sondern konzentrieren
sich in so genannten Solekana¨len, die die feste Eismatrix durchziehen. Planktische Or-
ganismen bleiben wa¨hrend der Eisbildung an Eiskristallen haften und werden so in den
Solekana¨len in das Eis eingeschlossen [Eicken, 1992].
Eine große Gruppe der Organismen, die im Meereis leben und sich sogar noch vermeh-
ren ko¨nnen, stellen die Diatomeen (Bacillariophyta) dar [Kirst und Wiencke, 1995].
Diatomeen sind einzellige oder kettenbildende photosynthetisch aktive Mikroalgen, die als
spezifisches Merkmal eine silikathaltige Zellwand besitzen. Eine im antarktischen Meereis
ha¨ufig zu findende Art ist Fragilariopsis curta [Scott et al., 1994, Lizotte, 2001,
Garrison et al., 1983]. Bei Ryan et al. (2004) stellte sie sich im Vergleich zu ande-
ren untersuchten Arten als relativ unempfindlich gegen verringerte Salzkonzentrationen
heraus. Das la¨sst eine gute Anpassung an den Lebensraum Meereis mit stark unterschied-
lichen Salzgehalten wa¨hrend der Eisbildung und Eisschmelze vermuten. F. curta diente
in der vorliegenden Arbeit als Modellorganismus fu¨r die durchgefu¨hrten Untersuchungen.
Im Meereis sind die Organismen im Vergleich zum gepufferten System der Wassersa¨ule
extremen und zugleich stark schwankenden physikalischen und chemischen Bedingun-
gen ausgesetzt. Geringe Lichtintensita¨ten, niedrige Temperaturen von bis zu -20 °C so-
wie Vera¨nderungen der Zusammensetzung der Sole in Abha¨ngigkeit von Temperatur und
Besiedlung erfordern spezielle Anpassungsmechanismen der Organismen. Anorganische
Na¨hrstoffe und Kohlendioxid sind in Folge der biologischen Aktivita¨t schnell verbraucht.
Sauerstoff, gelo¨ste organische Substanzen und Ammonium hingegen sammeln sich als
Stoffwechselprodukte an [Thomas und Dieckmann, 2002]. Aufgrund der schnellen
Vera¨nderungen der oben genannten Faktoren mu¨ssen die Anpassungsmechanismen au-
ßerdem regulierbar sein [Mock et al., 2005].
Bekannte Anpassungsmechanismen, die mit verringerten Temperaturen in Verbindung
stehen, sind die Bildung von Cysten als U¨berdauerungsstadien [Stoecker et al. 1998]
und die Vera¨nderung der Fettsa¨urezusammensetzung der Membranen, um die Membran-
fluidita¨t bei niedrigen Temperaturen zu erhalten, Enzyme, die auch bei niedrigen Tempe-
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raturen aktiv bleiben [Gounot und Russel, 1999] sowie die Bildung von Anti-Freeze-
Proteinen (AFPs). AFPs wirken auf die Bildung von Eis ein. Sie ko¨nnen die Eisnuklea-
tion, den prima¨ren Prozess der Eisbildung, das Wachstum von Eis und die anschließende
Rekristallisation beeinflussen [Knight et al., 1991, Raymond und Knight, 2003,
Du et al., 2003]. Eisbildung stellt in sofern eine Gefahr fu¨r die Organismen dar, als
dass große Eiskristalle die Zelle mechanisch scha¨digen ko¨nnen. Außerdem ist Wasser in
Eiskristallen fest gebunden und steht den Organismen nicht mehr zur Verfu¨gung. Dieser
Trockenstress wird durch die gleichzeitige Konzentrierung der Sole versta¨rkt. Die Verhin-
derung der Kristallisation des Wassers in den Solekana¨lchen dient außerdem der Erhaltung
des Lebensraumes der Meereisorganismen [Krembs et al., 2002].
AFPs wurden erstmals Ende der 60er Jahre in polaren Fischen entdeckt
[DeVries und Wohlschlag, 1969, Scholander und Maggert, 1971]. In den fol-
genden Jahren wurden sie auch in einer Vielzahl anderer Organismen wie Muscheln, In-
sekten, Bakterien, Pilzen und ho¨heren Pflanzen gefunden [Duman und Olsen, 1993,
Hoshino et al., 1999, Theede et al., 1976]. Die AFPs aus den verschiedenen Orga-
nismen sind sehr divers und geho¨ren unterschiedlichen Protein-Familien an
[Barret, 2001].
Den Nachweis, dass auch Meereis-Diatomeen AFPs bilden, erbrachten Raymond et
al. (1994). Da AFPs in Diatomeen, die in temperierten Lebensra¨umen zu finden sind,
nicht ausfindig gemacht werden konnten [Raymond et al., 1994], stellen sie einen in-
teressanten Anpassungsmechanismus der Diatomeen an polare Lebensra¨ume dar. Bei mo-
lekularbiologischen Untersuchungen an den polaren Diatomeen Fragilariopsis cylindrus,
Fragilariopsis pseudonana und Navicula glacei durch Krell et al. (2006 A) und Jan-
ech et al. (2006) wurde eine neue Familie von AFP-Sequenzen gefunden, die einer
zuvor bekannten Sequenz aus dem Schneepilz Thyphula ishikariensis a¨hnelt. Krell et
al. (2006 A) fanden außerdem, dass die AFPs in F. cylindrus in verschiedenen Isoformen
auftreten.
Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, ob auch die Meereis-Diatomee F. curta
Sequenzen fu¨r Anti-Freeze-Proteine in ihrem Genom tra¨gt, sowie einen U¨berblick u¨ber
die Anzahl der Isoformen der AFPs zu erhalten. Weiterhin sollte die Frage beantwortet
werden, inwiefern die Bildung der AFPs regulierbar ist und wie die Expression durch
verringerte Temperatur und erho¨hten Salzgehalt, wie sie bei der Bildung von Meereis
auftreten, beeinflusst wird. Eine Kultivierung von F. curta unter verschiedenen Tempera-
turen und Salzgehalten diente der Probengewinnung fu¨r die Expressionsuntersuchungen
mittels Real-Time-PCR und lieferte erga¨nzende Informationen u¨ber den physiologischen
Zustand der Kulturen unter Ka¨lte- und Salzstress durch die Bestimmung der Zellzahl und
der Photosyntheseleistung.
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Von den verwendeten Kit-Systemen erfolgt hier nur die Erkla¨rung des Funktionsprin-
zips, dargestellt in kursiver Schrift, die detaillierten Protokolle sind der CD im Anhang
beigefu¨gt.
Die Laboruntersuchungen lassen sich in drei Abschnitte gliedern:
1. Aus genomischer DNA von F. curta wurden Sequenzen fu¨r Anti-Freeze-Proteine
(AFP) ausfindig gemacht, ihrem A¨hnlichkeitsgrad nach geordnet und in Clades
(Gruppen homologer Sequenzen) eingeteilt. Fu¨r diese Gruppen erfolgte das Design
von Primern, die in einer halbquantitativen PCR und einer Real-Time-PCR zum
Einsatz kamen.
2. Die Durchfu¨hrung eines Ka¨lteschock-Experiments mit je drei parallelen Ansa¨tzen
unter drei unterschiedlichen Kulturbedingungen diente der Gewinnung der Proben
fu¨r die RNA-Extraktion. Wa¨hrend der Kultivierung wurden außerdem die Zellzahl
und die Photosyntheseleistung bestimmt, sowie Proben fu¨r die Na¨hrstoffanalyse
genommen.
3. Die RNA wurde extrahiert und in einer halbquantitativen und einer Real-Time-
PCR die Vera¨nderung der Expression ausgewa¨hlter AFP unter den verschiedenen
Kulturbedingungen untersucht.
2.1 Suche nach Isoformen von AFPs in Fragilariopsis curta
2.1.1 PCR und Primerdesign
Die PCR (Polymerase Chain Reaction) ermo¨glicht die Amplifikation von DNA (Desoxy
Ribonucleic Acid) in vitro. Fu¨r die PCR werden folgende Komponenten beno¨tigt, die
auch in vivo an der Amplifikation der DNA beteiligt sind: eine Template DNA, Oligo-
nukleotide, freie dNTPs (Desoxy-Ribonukleosid-Triphosphate), eine Polymerase sowie ein
Puffer, der den pH-Wert und die Salzkonzentration einstellt. Wa¨hrend des Ablaufs eines
fu¨r jede Reaktion optimierten Temperaturprogramms finden folgende Reaktionen statt
(Abbildung 1):
A. Denaturierung des Templates (90–94°C): Das doppelstra¨ngige (ds) Template (z.B.
genomische DNA oder Plasmide) wird aufgeschmolzen und liegt am Ende einzel-
stra¨ngig (ss) vor.
B. Annealing der Oligonukleotide (verschiedene Temperaturen): Die Oligonukleotide la-
gern sich spezifisch an die komplementa¨re DNA an und dienen als Primer.
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C. Elongation (u¨blich 72°C): Die DNA-Polymerase (meist Taq-Polymerase aus Thermus
aquaticus) fu¨gt vom 3´-Ende der Primer aus die zur Template-DNA komplementa¨ren
dNTPs an den neu synthetisierten Strang an [Mu¨ller, 2001].
Durch eine Wiederholung der Schritte A. bis C. fu¨r u¨blicherweise 25 bis 30 Zyklen
kommt es zur Amplifikation des Templates.
Abbildung 1: Schema der Schritte der PCR (Modifiziert aus Mu¨ller, 2001, S. 2)
Am Anfang der Reaktion steht ein la¨ngerer Denaturierungsschritt von einigen Minu-
ten, um das Template vollsta¨ndig in Einzelstra¨nge zu trennen. Die Denaturierung des
Amplifikats in den folgenden Zyklen erfordert eine Zeit von nur 5 Sekunden. Die Dauer
der Annealing-Phase betra¨gt 30 Sekunden. Fu¨r die Elongation reicht in der Regel eine
Zeit von 1 Minute aus, in der die Taq-Polymerase 1000 Basenpaare (bp) anfu¨gen kann. Zu-
letzt folgt noch eine finale Elongation von 5 Minuten, um die nur teilweise amplifizierten
Produkte zu vervollsta¨ndigen [Mu¨ller, 2001].
Zu Beginn der PCR liegt das Template in niedriger Konzentration vor, so dass die
Wahrscheinlichkeit, dass Primer, Template und Polymerase zusammen finden, gering ist.
Die Reaktion verla¨uft zuna¨chst langsam. Hat sich genug Template gebildet, liegen alle
Komponenten in idealen Konzentrationsverha¨ltnissen vor. Die Amplifikation verla¨uft ex-
ponentiell, d.h. bei einer Effizienz von 100% verdoppelt sich die Produktmenge mit jedem
Reaktionszyklus. Nach einer Weile kommt es aber zur Produkthemmung oder Primer
und Nukleotide sind großteils aufgebraucht. Dadurch sinkt die Effizienz wieder ab bis die
Reaktion ein Plateau erreicht [Mu¨hlhard, 2003].





reverse“ (ru¨ckwa¨rts) Primer eine a¨hnliche Schmelztem-
peratur besitzen. Ebenso sollen keine Sekunda¨rstrukturen oder Primer-Dimere gebildet
werden ko¨nnen. Das kann bei komplementa¨ren Sequenzen innerhalb eines Primers oder
zwischen den beiden Primern geschehen [Mu¨hlhard, 2003].
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Primerdesign zur Amplifikation aus genomischer DNA von Fragilariopsis curta
Um mo¨gliche AFPs aus der genomischen DNA von F. curta zu amplifizieren, wurden
aus vorliegenden Sequenzen von AFPs verschiedener Diatomeen Primer entworfen. Es
handelte sich dabei um 3 Sequenzen aus F. cylindrus, die in einer cDNA-Bank im Rah-
men eines Salz-Stress-Experimentes gefunden worden waren [Krell et al., 2006 A].
Weiterhin lag je eine Sequenz aus Fragilariopsis pseudonana und Navicula glacei vor
[Janech et al., 2006]. Wie in Abbildung 2 zu sehen, bilden zwei der Sequenzen von
F. cylindrus sowie die Sequenz von F. pseudonana ein Clade in einem phylogenetischen
Baum. Fu¨r dieses lagen bereits Primer vor. Die beiden verbleibenden Sequenzen bilden
jeweils ein anderes Clade. Fu¨r diese beiden Gruppen sollten weitere Primer entworfen
werden. In Kombination mit den schon vorhandenen Primern wurde ein mo¨glichst großes
Spektrum der verschiedenen AFP-Sequenzen abgedeckt.
Aus den 5 Genen wurden konservierte Bereiche ausgewa¨hlt, das heißt, die Bereiche,
die eine mo¨glichst große U¨bereinstimmung in allen fu¨nf Sequenzen zeigten. Die Wahl von
konservierten Bereichen diente dazu, mo¨glichst alle Isoformen der AFP-Gene aus dem
Genom zu amplifizieren, da diese Bereiche vermutlich in vielen AFPs zu finden sind.
Die Primer wurden so entworfen, dass Abweichungen der Sequenzen an die Gruppen
N glacei und F cylindrus 3 angepasst wurden.
Abbildung 2: Phylogentischer Baum auf Aminosa¨urebasis der AFP-Sequenzen aus F. cylindrus, F.
pseudonana und N. glacei, die als Grundlage zum Desing der Primer fu¨r die Amplifikation von AFPs aus
genomischer DNA von F. curta genutzt wurden. Die Astla¨ngen geben die phylogenetischen Unterschiede
zwischen den Sequenzen an, 0,1 entspricht 10%
Als Referenzgen sollte die Sequenz fu¨r ein ribosomales Protein dienen. Die Primer
hierfu¨r wurden basierend auf einem Gen von F. cylindrus entworfen, da es fu¨r F. curta
keine geeigneten Sequenzinformationen gab. Geeignete konservierte Bereiche aus dem Gen
konnten durch einen Vergleich mit Sequenzen aus Thalassiosira pseudonana ausfindig
gemacht werden. Fu¨r diese temperierte Diatomee liegt das gesamte Genom vor.
6 2 METHODEN
PCR aus genomischer DNA
Die vorhandenen und neu entworfenen Primer wurden zur Amplifikation mo¨glicher AFPs
aus genomischer DNA von F. curta mittels der PCR verwendet. Die DNA lag bereits
isoliert vor.
Fu¨r die PCR wurden die fertigen Reaktionsmischungen HotMasterMix (Eppendorf,
Deutschland) oder ReadyMixTM (Sigma, USA) verwendet. Sie enthalten bereits in pas-
sender Zusammensetzung Nukleotide, Enzym und Salze und und mu¨ssen lediglich durch
Primer, Template DNA und Wasser erga¨nzt werden. Die Zusammensetzung fu¨r einen
50µL PCR-Ansatz ist Tabelle 1 zu entnehmen. Fu¨r einen 25µL Ansatz wurden die Men-
gen halbiert.
Tabelle 1: Reaktionsansatz fu¨r die PCR aus genomischer DNA
HotMasterMix ReadyMixTM
Reaktionsmischung 20µL 25µL
Primer forward (10µM) 1µL 1µL
Primer reverse (10µM) 1µL 1µL
genomische DNA ca. 100 ng ca. 100 ng
H2O molecular biology grade ad. 50µL ad. 50µL
Zur Amplifikation der Template DNA wurde fu¨r alle AFP Primer (außer Primerpaar 1,
Auflistung siehe Ergebnisse Tabelle 18) und die ribosomalen Primer das Temperatur-
programm aus Tabelle 2 in einem Mastercycler® ((Gradient), Eppendorf, Deutschland)
verwendet. Fu¨r das Primerpaar 1, das weniger spezifische Sequenzen besitzt, fand die
Amplifikation mit dem Temperaturprogramm aus Tabelle 3 statt.
Fu¨r die ribosomalen Primer wurde das gleiche Programm wie in Tabelle 2 mit einer
Annealingtemperatur von 56°C eingesetzt. Bei beiden Programmen erfolgte die Elongation
nicht wie fu¨r die Taq-Polymerase u¨blich bei 72°C, sondern bei 68°C. Diese Temperatur
liegt in dem Bereich, der fu¨r die Elongation mit HotMasterMix vom Hersteller angegeben
ist.
Die niedrigere Annealingtemperatur des Temperaturprogramms in Tabelle 3 in den
ersten vier Zyklen diente dazu, eine ausreichende Template Menge zu produzieren, auch
wenn die Bindung der Primer noch nicht spezifisch war. Die Erho¨hung der Temperatur
in den na¨chsten 24 Zyklen erbrachte die beno¨tigte Spezifita¨t.
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Tabelle 2: Temperaturprogramm fu¨r die Amplifikation aus genomischer DNA mit den AFP-Primern
(außer Primerpaar 1) und den ribosomalen Primern
Schritt Funktion Temperatur Dauer
1 Anfa¨ngliche Denaturierung 94°C 2min
2 Denaturierung 94°C 5 s
3 Annealing 60°C 30 s
4 Elongation 68°C 1min
34 Wiederholungen der Schritte 2–4
5 Finale Elongation 68°C 5min
6 Ku¨hlung 4°C ∞
Tabelle 3: Temperaturprogramm fu¨r die Amplifikation aus genomischer DNA fu¨r das Primerpaar 1
Schritt Funktion Temperatur Dauer
1 Anfa¨ngliche Denaturierung 94°C 2min
2 Denaturierung 94°C 5 s
3 Annealing 53°C 30 s
4 Elongation 68°C 1min
4 Wiederholungen der Schritte 2–4
5 Denaturierung 94°C 5 s
6 Annealing 58°C 30 s
7 Elongation 68°C 1min
24 Wiederholungen der Schritte 5–7
8 Finale Elongation 68°C 5min
9 Ku¨hlung 4°C ∞
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Kontrolle der PCR mittels Gelelektrophorese
Der Erfolg der PCR wurde mit Hilfe von Agarose-Gelelektrophorese mit anschließender
Ethidiumbromid oder SYBR®Green-Fa¨rbung (Molecular ProbesTM, Invitrogen GmbH,
Deutschland) kontrolliert. Nach Auftrennung der PCR-Produkte (5µL PCR-Produkt mit
2µL Loading Buffer (Applied Biosystems, USA)) auf einem 1% igen Agarosegel fu¨r 60
Minuten bei 70 Volt, wurde das Gel 10 Minuten in einem 0,1% igen Ethidiumbromid-Bad
gefa¨rbt und anschließend 10 Minuten in Wasser gewaschen. Die Visualisierung erfolgte
unter UV-Licht mit einem Photo-Imager (Vilber Lourmat, Frankreich) und dem EDV
Programm BioCapt Version 12.02 (LTF Labortechnik).
Eine Alternative zur Anfa¨rbung von DNA mit Ethidiumbromid stellt SYBR®Green
(Molecular ProbesTM, Invitrogen GmbH, Deutschland) dar. Dazu wurden 5µL des PCR-
Produkts mit 2µL Loading Buffer und 1µL SYBR®Green-Lo¨sung (als Verdu¨nnung 1:100
in 1x TAE-Puffer), auf einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt und die Banden durch die
Betrachtung auf dem Dark Reader (Clare Chemical Research, USA) mit blauem Licht
der Wellenla¨nge 420 bis 500 nm sichtbar gemacht.
Der Vorteil der Anfa¨rbung der DNA mit SYBR®Green gegenu¨ber Ethidiumbromid
liegt darin, dass die DNA nach der Visualisierung weiter verwendet werden kann. Bei
der Fa¨rbung mit Ethidiumbromid erfolgt die Sichtbarmachung mit UV-Licht, wodurch
die DNA gescha¨digt wird. Das macht den Einsatz in folgenden Experimenten schwierig.
Bei Bestrahlung mit sichtbarem blauem Licht bleibt die DNA intakt und so in anderen
Anwendungen einsetzbar.
2.1.2 Klonierung
Als Produkt der PCR erha¨lt man ein Gemisch aller Sequenzen, die mit den verwendeten
Primern amplifiziert werden ko¨nnen. Zur weiteren Analyse werden jedoch die Einzelse-
quenzen beno¨tigt, die man durch Klonierung gewinnen kann. Das PCR Produkt wird in
einen Vektor eingebracht, wobei in jeden Vektor nur ein Fragment gelangt. Bei der Trans-
formation der Vektoren in E. coli nehmen die Zellen unter Umsta¨nden mehrere Plasmide
auf, von denen sich im Endeffekt aber immer nur ein Plasmid durchsetzt. Vereinzelt man
die Zellen durch Ausplattieren, kann man davon ausgehen, dass in jeder Kolonie nur eine
der Sequenzen vorhanden ist. Eine Vervielfa¨ltigung des Plasmids erreicht man durch die
Anzucht der Zellen in Flu¨ssigmedium. Ein Schema der Klonierung ist in Abbildung 3
dargestellt.
Zur Klonierung der PCR-Produkte wurde das Topo TA Cloning Kit® (Invitrogen,
Deutschland) verwendet.
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Abbildung 3: Schema der Klonierung. Die in rot, blau und gru¨n dargestellten unterschiedlichen Sequen-
zen des PCR-Produkts werden im Laufe der Klonierung vereinzelt und amplifiziert.
Aufreinigung des PCR-Produkts
Es ist vorteilhaft, das PCR Produkt vor der Klonierung aufzureinigen, um Enzyme, Salze,
einzelne Nukleotide, Primer und andere kurze DNA-Fragmente zu entfernen. So werden
Sto¨rungen durch die oben genannten Komponenten wa¨hrend der Klonierung vermieden
und der Einbau von kurzen DNA-Fragmenten in den Vektor verhindert. Plasmide mit
kurzem Insert werden aufgrund ihrer geringeren Gro¨ße leichter in die Zellen aufgenom-
men und senken dadurch die Effizienz der Transformation mit den gewu¨nschten la¨ngeren
Fragmenten.
Die Aufreinigung des PCR Produkts erfolgte mit dem MinElute Gel Extraction Kit
(Qiagen, Deutschland) mit vorhergehender Agarose-Gelelektrophorese mit SYBR®Green-
Fa¨rbung nach folgendem Prinzip.
Ein Gelstu¨ck mit der Bande der gesuchten Gro¨ße wird aus dem Gel ausgeschnitten und
in einem guanidinthiocyanathaltigen Puffer suspendiert, der die passenden Bedingungen
von pH-Wert und Salzkonzentration stellt, um die DNA nach der Zugabe von Isopropanol
an die Silikatmembran der MinElute Sa¨ulen zu binden. Einzelne Nukledotide oder kurze
DNA-Framente, wie z.B. Primer oder unvollsta¨ndige Amplifikate, werden dabei nicht ge-
bunden, sondern mit der Flu¨ssigkeit eluiert. Nach dem Waschen der Membran mit einem
ethanolhaltigen Puffer erfolgt die Elution der DNA von der Membran mit Tris-Puffer.
Neben der Aufreinigung kommt es außerdem zur Aufkonzentrierung des PCR Produkts.
Das aufgereinigte PCR-Produkt konnte bei -20°C gelagert werden.
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Ligation
Abbildung 4 zeigt den zur Klonierung eingesetzten Vektor pCR®2.1-TOPO® (3,9 kb). Er
entha¨lt fu¨r die Selektion sowohl ein Ampicillin- als auch ein Kanamycin-Resistenzgen, so-
wie das lacZ Gen, welches die Selektion positiver Klone mittels Blau-Weiß-Test ermo¨glicht.
Das lacZ Gen befa¨higt die Zellen, X-Gal abzubauen, wodurch ein blauer Farbstoff frei-
gesetzt wird. Da das Insert direkt in das lacZ Gen einkloniert wird, sind die Zellen, die
ein Plasmid mit Insert tragen, nicht in der Lage, X-Gal zu spalten. Kolonien ohne Insert
erscheinen deshalb blau, Kolonien mit Insert weiß.
Abbildung 4: Vektorkarte des Kloniervektors pCR®2.1-TOPO® [TOPO TA Cloning®
Manual, 2004]
Das Prinzip beruht auf der in Abbildung 5 dargestellten TA-Ligation. Das PCR-
Produkt tra¨gt auf Grund der Terminalen-Transferase-Aktivita¨t der Taq-Polymerase einen
3´-Adenosin-U¨berhang.
Der Vektor ist mit Topoisomerase I aus dem Vaccina Virus hinter CCCTT geschnitten,
so dass ein einzelstra¨ngiger Thymidin-Rest am 3´-Ende u¨berha¨ngt, an dem die Topoiso-
merase kovalent gebunden bleibt. Die einzelstra¨ngigen Thymidin- und Adenin-Nukleotide
ko¨nnen ein Basenpaar bilden, wodurch der Vektor und das PCR-Produkt verbunden wer-
den. Der 5´-Hydroxyl-Rest des PCR-Produkts spaltet die Phospho-Tyrosyl-Bindung zwi-
schen Enzym und Vektor und ligiert so das PCR-Produkt mit dem Vektor.
Zur Ligation wurde das PCR-Produkt mit dem Vektor und einer Salzlo¨sung zusammen
gegeben, die Salzlo¨sung stellt dabei die fu¨r die Ligation beno¨tigten Bedingungen ein.
Neben der Ligation und Klonierung der eigenen PCR-Produkte wurden zwei Kontrol-
len durchgefu¨hrt, eine nur mit dem Vektor und eine mit einem Kontroll-PCR-Produkt. Die
Kontrolle nur mit Vektor diente der U¨berpru¨fung der Transformation. Aus der Kontrolle
mit dem Kontroll-PCR-Produkt konnte man Ru¨ckschlu¨sse auf den Erfolg der Ligation
ziehen. Mit diesen zwei Kontrollen wurde außerdem die Funktion des Blau-Weiß-Tests
u¨berpru¨ft.
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Abbildung 5: Prinzip der TA Ligation [TOPO TA Cloning® Manual, 2004]
Transformation
Als zweiter Schritt folgte die Transformation des ligierten Vektors in One Shot®TOP 10
Chemically Competent E. coli Zellen (Invitrogen, Deutschland). Der Ligationsansatz wur-
de mit den E. coli-Zellen gemischt und auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock und
erneuter Abku¨hlung im Eisbad schloss sich eine Inkubation der Zellen fu¨r eine Stunde bei
37°C an.
Zuletzt wurden zwei unterschiedliche Volumina des Klonierungs-Ansatzes auf vor-
gewa¨rmte LB-Agarplatten mit Kanamycin als Selektionsantibiotikum und X-Gal fu¨r den
Blau-Weiß-Test ausplattiert. Nach einer Inkubation von 16 Stunden bei 37°C konnten
202 Klone ausgewa¨hlt und in 15mL PE-Zentrifugenro¨hrchen (Orange Scientific, Belgien)
mit 5mL LB-Flu¨ssigmedium bzw. 96-well-Deepwell-Platten (Omnilab, Deutschland) mit
1,2mL LB-Medium fu¨r die Plasmidpra¨paration herangezogen werden. Die Inkubation er-
folgte u¨ber Nacht bei 37°C und 260 rpm auf einem Unimax 1010-Schu¨ttler mit Heizmodul
Inkubator 1000 (Heidolph Instruments, Deutschland) fu¨r die Plasmidpra¨paration.
Back-up-Herstellung
Um spa¨ter noch auf die sequenzierten Klone zugreifen zu ko¨nnen, wurden vor den Plas-
midpra¨parationen Back-ups erstellt. Nach dem Versetzen von je 100µL der U¨ber-Nacht-
Kultur mit 80µL 70% igem Glycerol, erfolgte die Lagerung der Back-ups bei -80°C.
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2.1.3 Plasmidpra¨paration
Die Plasmide wurden fu¨r die weitere Analyse mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qia-
gen, Deutschland) bzw. dem R.E.A.L. ® Prep 96 Kit (Quiagen, Deutschland) aus den
Klonen isoliert, aufgereinigt und anschließend bei -20°C gelagert.
Beim QIAprep Spin Miniprep Kit werden die Zellen nach dem Ernten durch Zentri-
fugation resuspendiert und durch alkalische Lyse in einem natriumhydroxidhaltigen Puffer
aufgeschlossen. Auf die Neutralisation mit einem essigsa¨urehaltigen Puffer folgt eine Zen-
trifugation bei der sich Zelltru¨mmer und die an der Zellwand haftende DNA absetzen. Das
klare Lysat wird auf eine Silikatmembransa¨ule aufgegeben, die unter passendem pH-Wert
und Salzgehalt die Plasmid-DNA bindet. Nach mehreren Waschschritten mit verschie-
denen Puffern zur Entfernung der Salzreste wird die Plasmid-DNA von der Membran
eluiert.
Wie oben beschrieben erfolgt auch beim R.E.A.L. ® Prep 96 Kit nach der Resuspen-
dierung des Zellpellets eine alkalische Lyse der Zellen. Nach der Neutralisation werden
die Zelltru¨mmer durch Vakuumfiltration u¨ber eine Membran abgetrennt. Der Fa¨llung der
Plasmid-DNA aus dem klaren Lysat mit Isopropanol folgt ein Waschschritt mit Ethanol,
das Trocknen des Pellets und die Resuspendierung in Tris-Puffer.
Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA und RNA
Um mit aufgereinigten Nukleinsa¨uren weiterarbeiten zu ko¨nnen, ist es oft wichtig, ihre
Konzentration und mo¨gliche Verunreinigungen, die in weiteren Reaktionen sto¨ren ko¨nn-
ten, zu kennen. Beides kann durch photometrische Messungen bestimmt werden. Die
Konzentrationen von DNA und RNA wurde mit Hilfe des NanoDrop® ND-1000 UV-Vis
Spectrophotometer (NanoDrop Technologies Inc., USA) bestimmt. Anders als bei einem
herko¨mmlichen Ku¨vetten-Photometer wird die Lo¨sung aufgrund ihrer Oberfla¨chenspan-
nung zwischen den Enden zweier Glasfaserkabel gehalten. Hierzu sind nur sehr geringe
Probenmengen (1µL) notwendig. Neben der Konzentration ko¨nnen auch Verunreinigun-
gen mit Proteinen, Phenolen oder Kohlenhydraten bestimmt werden. Fu¨r die Messung
von Nukleinsa¨uren wird ein Absorptionsspektrum von etwa 220 bis 350 nm aufgenom-
men. Aus dem Absorptionswert bei 260 nm (A260) wird nach der Berechnung mit dem
Lambert-Beerschen-Gesetz und dem passenden Absorptionskoeffizient die Konzentration
angezeigt. Die Quotienten A260/A280 und A260/A230 geben Auskunft u¨ber die Reinheit
der Probe. Der A260/A280-Wert gibt z.B. Verunreinigungen mit Proteinen oder Phe-
nolen an. Eine DNA gilt ab einem Wert von 1,8, eine RNA bei einem Wert von 2,0 als
rein, niedrigere Werte weisen auf Verunreinigungen hin. Der A260/A230-Wert sollte ho¨her
als 1,8 liegen und zeigt Verunreinigungen mit Kohlenhydraten, Peptiden, Phenolen oder
Aromaten [NanoDrop User´s Manual, 2005].
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Restriktion
Zum Nachweis eines Inserts der gewu¨nschten Gro¨ße in den Plasmiden wurde eine Restri-
kionsanalyse mit EcoRI durchgefu¨hrt. Der Restriktionsansatz pro 500 ng Plasmid-DNA
enthielt 10U Enzym, entsprechend einem Volumen von 0,5µL des EcoRI 20.000U/mL
(New England BioLabs, UK), 1,5µL 10x NEBufferEcoR I (New England BioLabs, UK)
und H2O molecular biology grade (Eppendorf, Deutschland), das den Ansatz zu 15µL
erga¨nzte. Nach einer Inkubation von 4 bis 5 Stunden bei 37°C wurden die Restriktionen
auf ein 1,2%iges Agarosegel mit 0,001% Ethidiumbromid aufgetragen und bei 100V 90
Minuten eine Gelektrophorese durchgefu¨hrt. Die Visualisierung erfolgte unter UV-Licht
mit einem Photo-Imager (Vilber Lourmat, Frankreich) und dem Analyseprogramm Bio-
Capt Version 12.02 (LTF Labortechnik).
2.1.4 Sequenzierung
Von den Plasmiden, bei denen eine Insertbande bei ca. 300–800 bp (Gro¨ße des gesuchten
Inserts) zu erkennen war, wurde eine Taq-Cycle-Sequenzierung mit dem System ABI
Prism 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA) durchgefu¨hrt.
Das Prinzip beruht auf der
”
Kettenabbruch“-Methode nach Sanger (1977). Wa¨hrend
einer PCR-Reaktion werden neben den normalen Desoxy-Nukleotiden auch fluoreszenz-
markierte Didesoxy-Nukleotide eingebaut. Jedes Mal wenn die Polymerase ein solches
Nukleotid an die schon bestehende Nukleotidsequenz anfu¨gt, kommt es zu einem Ket-
tenabbruch. Dadurch entsteht als Endprodukt der PCR kein einheitliches Amplifikat son-
dern ein Gemisch aus allen DNA-Fragmenten, die beim Abbruch der Reaktion an einem
Nukleotid entstehen ko¨nnen. Dieses Gemisch wird wa¨hrend der eigentlichen Sequenzie-
rung im so genannten Array durch Kapillarelektrophorese der Gro¨ße nach aufgetrennt.
Durch einen Laser ko¨nnen die vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe, die jeweils ein
Didesoxy-Nukleotid markieren, detektiert werden. Die Fragmente passieren vom kleins-
ten bis hin zum gro¨ßten den Detektor, der jedes Mal den Farbstoff am letzten Nukleotid
detektiert. Die Zuordnung der Signale zu den zugeho¨rigen Nukleotiden erfolgt durch die
zugeho¨rige Software.
M13-PCR
Von einigen Proben mit niedriger Plasmidkonzentration wurde vor der eigentlichen Sequen-
zier-PCR noch eine M13-PCR durchgefu¨hrt. Die Amplifikation erfolgte aus ca. 50 ng
Plasmid-DNA in einem wie in Tabelle 1 beschriebenen Reaktionsansatz mit dem in Tabel-
le 4 gezeigten Programm. Da die Bindungsstellen fu¨r die M13-Primer die Insertionsstelle
des Vektors flankieren (Abbildung 6), kommt es durch den Einsatz von M13-Primern zur
Vervielfa¨ltigung des Inserts. Dadurch wird eine Anpassung der Template-Menge fu¨r die
Sequenzier-PCR mo¨glich.
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Tabelle 4: Temperaturprogramm fu¨r die M13 PCR
Schritt Funktion Temperatur Dauer
1 Anfa¨ngliche Denaturierung 94°C 2min
2 Denaturierung 94°C 30 s
3 Annealing 50°C 30 s
4 Elongation 65°C 3min
34 Wiederholungen der Schritte 2–4
5 Finale Elongation 70°C 3min
6 Ku¨hlung 4°C ∞
Abbildung 6: Sequenzinformation der Insertionsstelle des Kloniervektors pCR®2.1-TOPO®
[TOPO TA Cloning® Manual, 2004]
Aufreinigung des PCR-Produkts
Wie auch schon fu¨r die Klonierung musste das PCR-Produkt vor dem Einsatz in der
Sequenzier-PCR aufgereinigt werden, um Enzyme, Salze, einzelne Nukleotide und Primer
zu entfernen. Das gereinigte PCR-Produkt wurde bei -20°C gelagert.
Die Aufreinigung erfolgte mit dem MinElute PCR Purification Kit (Qiagen, Hil-
den, Deutschland) oder dem MinEluteTM 96 UF PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland).
Beim MinElute PCR Purification Kit werden durch Zugabe eines Puffers, der Gua-
nidinhydrochlorid und Isopropanol entha¨lt, zum PCR-Ansatz die passenden Bedingungen
geschaffen, um die DNA auf der Silikatmembran der MinElute Sa¨ulen zu binden. Bis auf
den ersten Schritt ist das Kit identisch mit dem MinElute Gel Extraction Kit (Kapitel
2.1.2).
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Beim MinEluteTM 96 UF Purification Kit erfolgt die Bindung der DNA an eine Mem-
bran durch Ultrafiltration. Nach dem Waschen der Membran mit Wasser, geschieht die
Elution durch Aufgabe von Wasser auf die Membran und eine Inkubation im Thermomi-
xer comfort (Eppendorff, Deutschland). Die Lo¨sung, welche die DNA entha¨lt, wird von
oben von der Membran wieder abgenommen.
Sequenzier-PCR
Fu¨r die Sequenzier-Reaktion wurden die Materialien des BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA) verwendet. Die Zusammensetzung der
Sequenzier-PCR ist in Tabelle 5 angegeben, wobei zur Amplifikation das in Tabelle 6
aufgefu¨hrte Programm verwendet wurde.
Aufreinigung des Sequenzier-Produkts
Bevor das PCR-Produkt mit dem Sequenzierer analysiert werden kann, mu¨ssen fluores-
zenzmarkierte Didesoxynukleotide und Primer, die nicht in die Reaktion eingegangen sind,
entfernt werden, da sie die Analyse sto¨ren.
Die Aufreinigung des Sequenzier-Produkts erfolgte mit dem DyeEx 2.0 Spin Kit (Qia-
gen, Deutschland) oder dem DyeEx 96 Kit (Qiagen, Deutschland).
Das Prinzip der Aufreinigung beruht auf Gelfiltrationschromatographie. Nach der Vor-
bereitung des Gelharzes wird die Sequenzier-Reaktion mittig auf das Gel aufgegeben. Salze,
freie Nukleodide oder ungebundene Primer und Polymerase-Reste dringen in die Poren
des Gels ein und verbleiben dort. Das PCR Produkt durchla¨uft das Gel und wird bei der
Zentrifugation eluiert.
Bis zu Analyse mit dem ABI Prism 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
USA) konnten die aufgereinigten Produkte bei -20°C aufbewahrt werden.
Tabelle 5: Reaktionsansatz fu¨r die Sequenzier-PCR
Template ca. 100 ng
M13 forward oder reverse Primer (1µM) 1,0µL
5x Sequencing buffer 1,5µL
Nucleotid Premix 1,0µL
H2O molecular biology grade ad. 10µL
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Tabelle 6: Temperaturprogramm fu¨r die Sequenzier-PCR
Schritt Funktion Temperatur Dauer
1 Anfa¨ngliche Denaturierung 96°C 1min
2 Denaturierung 96°C 10 s
3 Annealing 50°C 5 s
4 Elongation 60°C 4min
24 Wiederholungen der Schritte 2–4
5 Ku¨hlung 4°C ∞




Da die Qualita¨t und Intensita¨t der Sequenzierung nach einigen hundert Basen abnimmt,
setzt man je eine Sequenzierreaktion mit einem
”
reverse“ und eine mit einem
”
forward“
Primer an. Per Alignment mit einem der Programme Mafft [Katho et al., 2005], Clu-
stalW [Higgins und Sharp, 1989] oder Lasergene SeqMan (DNASTAR) konnte man
diese Sequenzen zusammenfu¨gen. Bei nicht u¨bereinstimmenden Nukleotidpaaren wurden
die Chromatogramme der Sequenzen u¨berpru¨ft und das Nukleotid mit dem besseren Si-
gnal ausgewa¨hlt. Nach der Entfernung von Sequenzbereichen mit sehr schlechter Qualita¨t
am Anfang und Ende, folgte das
”
Vektor-Clipping“, bei dem die am Anfang und Ende
mitsequenzierten Bereiche des Klonier-Vektors entfernt wurden. Als letzter Schritt wurde
mit Hilfe eines Alignments mit einer der vorhandenen Sequenzen die korrekte Orientierung
der Sequenz festgestellt.
Zuordnung der Sequenzen zu Gruppen
Um die Sequenzen Gruppen zuzuordnen wurden je etwa 10 der neuen Sequenzen mit einer
der vorhandenen Sequenzen in Mafft oder ClustalW aligned und aus sehr a¨hnlichen Se-
quenzen vorla¨ufige Gruppen gebildet. Die Sequenzen eines Clades durften maximal in 1%
der Nukleodide von einer aus diesem Clades ausgewa¨hlten Beispielsequenz abweichen und
keine Insertionen oder Deletionen im Vergleich zur Beispielsequenz aufweisen. Die Bei-
spielsequenz sollte dabei die anderen Sequenzen des Clades mo¨glichst gut repra¨sentieren,
eine gute Qualita¨t haben und mo¨glichst lang sein. Durch ein Alignment der Beispielse-
quenzen wurden die Clades miteinander verglichen und gegebenenfalls zusammengefu¨gt.
Die Clades wurden außerdem mit den schon vorliegenden Sequenzen aus F. cylindus, F.
pseudonana und N. glacei verglichen. Das Alignment der Beispielsequenzen diente als
Grundlage zur Ertellung eines
”
Neighbour joining“ Baums mit dem Programm Treecon,
der das Maß der A¨hnlichkeit der Sequenzgruppen darstellt.
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2.1.6 Design der Primer fu¨r die quantifizierende PCR
Ziel des Primerdesigns fu¨r die quantifizierende PCR war es, gruppenspezifische Primer
fu¨r die verschiedenen AFPs zu finden.
fu¨r die halbquantitative PCR
Fu¨r drei Sequenzgruppen der AFP wurden Primer entworfen, die in einer halbquanti-
tativen PCR zum Einsatz kamen. In einem Alignment der Mustersequenzen wurden die
Primer so gelegt, dass sie gruppenspezifische Insertionen oder Deletionen u¨berspannten,
um eine mo¨glichst hohe Spezifita¨t der Primer fu¨r die Gruppe zu gewa¨hrleisten. Die Am-
plikonla¨nge betrug 550 bis 680 bp.
fu¨r die Real-Time-PCR
Das Design der Primer fu¨r die quantitative Real-Time-PCR erfolgte mit dem Programm
Primer Express 2.0 (Applied Biosystems, USA). Es mussten jedoch zuvor solche Bereiche
in den Sequenzen ausgewa¨hlt werden, die fu¨r die Gruppe eine spezifische Erkennung er-
hoffen ließen, d. h. die zu den Sequenzen der anderen Gruppen ausreichend Unterschiede
aufwiesen.
Primer fu¨r quantitative Real-Time-PCR mu¨ssen einige andere Kriterien erfu¨llen als
Primer fu¨r die herko¨mmliche PCR. Das Amplifikat sollte eine La¨nge von 100 bis 150 Ba-
senpaaren haben, um eine vollsta¨ndige Amplifikation mit hoher Effektivita¨t zu gewa¨hr-
leisten. Die Schmelztemperatur sollte zwischen 58 und 60°C liegen, da das Annealing in
einem Schritt mit der Elongation ausgefu¨hrt wird. Außerdem sind Basenwiederholungen
(repeats) vor allem von Guanosin-Nukleotiden zu vermeiden, um die Gefahr unspezifischer
Bindungen zu minimieren [Bustin, 2000, http://dorakmt.tripod.com, 31.07.2006].
Wie schon fu¨r die Primer zur Amplifikation aus genomischer DNA (Kapitel 2.1.1) wur-
de auch fu¨r die Real-Time-PCR ein Primerpaar fu¨r ein ribosomales Protein entworfen.
Ein Primerpaar fu¨r Aktin, das ebenfalls als Referenzgen dienen sollte, stand aus vorher-
gehenden Experimenten von Krell et al. (2006 B) zur Verfu¨gung.
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2.2 Kultivierung
2.2.1 Herkunft der Kultur und Vorkultur
Die Kultur von Fragilariopsis curta wurde 1999 auf der Polarsternfahrt ANT XVI/3 von
Thomas Mock im o¨stlichen Weddell-Meer isoliert. Seitdem wird sie als unialgale Kultur im
Alfred-Wegener-Institut fu¨r Polar- und Meeresforschung (AWI) in Bremerhaven kultiviert.
Die Vorkulturen wurden in 1L und 2L Erlenmeyerkolben in ANT F/2 Medium (nach
Gulliard, 1975; Anhang A) gehalten Die Kolben waren mit Wattestopfen verschlos-
sen, mit Alufolie locker abgedeckt und maximal bis zur Ha¨lfte des Fu¨llvolumens gefu¨llt.
Die Kulturen wurden aus einer Stammkultur angeimpft und u¨ber mehrere Generationen
von Zellkonzentrationen (im Folgenden werden die Begriffe Zellkonzentration und Zell-
zahl synonym verwendet) von 100.000 Z/mL bis 1.000.000 Z/mL bei +5°C und 25µmol
Photonen ·m−2 · s−1 kultiviert.
Die Vorkulturen dienten zum Animpfen der Kulturen fu¨r die Vorversuche und der
Kulturen fu¨r das Hauptexperiment.
2.2.2 Vorversuche
In einigen Vorversuchen sollte die Reaktion der Algen bei verschiedenen Zellkonzentratio-
nen auf eine Verringerung der Temperatur und eine Erho¨hung des Salzgehalts untersucht
und getestet werden, ob die Kulturen ein Aufsalzen mit kristallinem Salz oder mit einer
hochkonzentrierten Sole besser vertragen. Dazu wurde das Wachstumsverhalten (Kapitel
2.2.5) und die Quanten-Ausbeute des Photosystems II (Kapitel 2.2.6) erfasst. Die Vorkul-
turen dienten außerdem zur Optimierung der RNA-Extraktion.
Die Kulturen wurden zu je 300 bis 400mL in 500mL Erlenmeyerkolben angesetzt
und bei den in Tabelle 7 dargestellten Versuchsbedingungen kultiviert. Die Zellzahlen der
Kulturen a bis d betrugen zu Versuchsbeginn jeweils ca. 100.000 Z/mL, die der Kulturen
e1 bis f3 jeweils ca. 500.000 Z/mL. Einige Kulturen wurden mit kristallinem Salz Instant
Ocean (Aquarium Systems, Frankreich) oder Sea Salts (Sigma, Deutschland) aufgesalzen,
einige andere mit einer Sole-Lo¨sung (300 g Salze auf 1 L ANT F/2 Medium). Die Zusam-
mensetzung der ku¨nstlichen Seesalze entspricht fu¨r die Hauptelemente der Zusammenset-
zung natu¨rlichen Seewassers, eine vergleichende Tabelle dazu ist im Anhang A angefu¨gt.
Wa¨hrend der Kultivierung wurden regelma¨ßig die Zellzahl und die Photosyntheseleistung
bestimmt. Bei einer maximalen Zellzahl von 2 · 106 Z/mL erfolgte die Probenahme fu¨r
die RNA-Extraktion durch Vakuumfiltration (250mbar, Pumpe Emerson) der Zellen auf
Polycarbonatfilter (Porengro¨ße 1,2µm, Millipore).
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Tabelle 7: Kulturbedingungen fu¨r die Vorversuche
Kultur
Temperatur [°C] Salzgehalt [‰]
Zellkonzentration [Z/mL]
(± 0,5°C) (± 2‰)
a 0 34 100.000
b +5 34 100.000
c +5 70 (Salz) 100.000
d 0 70 (Salz) 100.000
e1 0 70 (Sole) 500.000
e2 0 70 (Salz) 500.000
e3 0 50 (Sole) 500.000
f1 +5 70 (Sole) 500.000
f2 +5 70 (Salz) 500.000
f3 +5 50 (Sole) 500.000
2.2.3 Hauptversuch
Der Hauptversuch diente dazu, Informationen u¨ber die kurz- und langfristige Reaktion
von F. curta auf einen Ka¨lteschock zu erlangen. Dazu wurden je drei parallele Kulturen
unter drei verschiedenen Kulturbedingungen (Kulturen 1 bis 3) untersucht. Tabelle 8 zeigt
die verschiedenen Kulturbedingungen im Hauptversuch.
Die Kulturen 1 wurden bei +5°C und einem Salzgehalt von etwa 34‰ gehalten. Ein
Salzgehalt von 34‰ entspricht dem durchschnittlichen Salzgehalt des Oberfla¨chenwassers
im Weddell-Meer [Olbers et al.,1992]. Diese Kulturen, die keinem Stress ausgesetzt
waren, dienten als Kontrollkulturen. Bei den Kulturen 2 erfolgte eine Erho¨hung des Salz-
gehalts auf 70‰ und die Temperatur betrug ebenfalls +5°C. Diese Kulturen sollten den
Einfluss des Salzgehalts unabha¨ngig von der Temperatur zeigen. Bei den Kulturen 3 wur-
de neben der Erho¨hung des Salzgehalts auf 70‰ außerdem die Temperatur auf -4°C
abgesenkt.
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Tabelle 8: Kulturbedingungen fu¨r den Hauptversuch
Kulturen
Temperatur [°C] Salzgehalt [‰]
Zellkonzentration [Z/mL]
(± 0,5°C) (± 2‰)
1 +5 34 100.000
2 +5 70 100.000
3 -4 70 100.000
Die Kultivierung fu¨r den Hauptversuch erfolgte in 5 L Schott Flaschen, die mit Silikon-
stopfen mit je 3 Bohrungen fu¨r 2 Zuluftschla¨uche und einen Abluftschlauch verschlossen
waren. Die Zu- und Abluft wurde durch Sterilfilter (Midisart 2000, Sartorius, Deutsch-
land) geleitet. Fu¨r die Begasung wurden jeweils 3 Kulturflaschen an eine Aquariumspumpe
(EcoAir, JBL GmbH & Co.KG, Deutschland) bzw. eine Optima Pumpe (Holm, Deutsch-
land), mit einer Fo¨rderleistung von ca. 10 L/h, angeschlossen, so dass sich eine Begasung
pro Flasche von ca. 3,3 L/h ergab. Je einer der Begasungsschla¨uche diente außerdem zur
Probenahme.
Vor dem Animpfen der Kulturen aus den Vorkulturen mit einer Zellzahl von
100.000 Z/mL, wurden die Flaschen mit ANT F/2 Medium befu¨llt und in den Kultur-
schra¨nken (Lichtthermostat, RUMED, Rubarth Apparate GmbH, Deutschland) auf +5°C
temperiert. Das Volumen betrug nach dem Animpfen und Aufsalzen jeweils 5 L. Bis zu
einer Zellzahl von ca. 500.000 Z/mL erfolgte die Kultivierung bei +5°C und 25µmol Pho-
tonen ·m−2 · s−1 (±10 µmol Photonen ·m−2 · s−1). Der Versuch startete durch die Zugabe
von insgesamt 730mL Sole (mit 300 g Instant Ocean auf 1 L ANT F/2) in kleinen Volu-
mina, so dass der Salzgehalt der Kulturen 2 und 3 nach 4 Stunden 70‰ (±2‰) betrug.
Gleichzeitig mit dem Beginn der Solezugabe wurde die Temperatur des Kulturschrankes
der Kultur 3 auf -4°C abgesenkt. Die Einstellung der Temperatur in den Kulturen dauerte
2 Tage.
Kontinuierliches Ru¨hren mit einem Magnetru¨hrsta¨bchen sollte dabei die Einstellung
der Temperatur und das Lo¨sen der Salze beschleunigen.
2.2.4 Probenahme
Vorversuche
Bei den Vorversuchen wurden je 15mL Probe zur Bestimmung der Zellzahl und Quanten-
ausbeute genommen, sowie 50mL fu¨r die RNA-Extraktion auf Polycarbonatfilter (Isopore
1,2µm RTTP, Millipore, Deutschland) filtriert (Tabelle 9). Die Durchfu¨hrungen sind fu¨r
den Hauptversuch detailliert beschrieben.
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Tabelle 9: Probenahme fu¨r die Vorversuche




15mL Aufbewahrung bis zur
Messung bei +5°C
Filtration auf Polycarbonatfilter,
RNA-Extraktion 50mL Schockgefrieren in N2,
Lagerung bei -80°C
Hauptversuch
Die Probenahme im Hauptexperiment (Tabelle 10) erfolgte fu¨r alle zu bestimmenden
Parameter mit Hilfe von sterilen 50mL Spritzen (NormJect, Henke Sass Wolf GmbH,
Deutschland) durch einen der Belu¨ftungsschla¨uche.
Fu¨r die Messung der Photosyntheseleistung und die Bestimmung der Zellzahl wurden
je 10mL Probe in Coulter Counter Vials (Beckman Coulter GmbH, Deutschland) ab-
gefu¨llt und bis zur Messung im Kulturschrank unter den gleichen Bedingungen wie zuvor
aufbewahrt.
Fu¨r die Na¨hrstoffanalyse wurden je 10mL der Kultur durch 0,2µm-Aufsatzfilter (Mi-
nisart, Sartorius, Deutschland) in 15mL PE-Zentrifugenro¨hrchen (Orange Scientific, Bel-
gien) filtriert und bis zur Messung bei -20°C gelagert.
Fu¨r die RNA-Extraktion erfolgte die Probenahme von 30 bis 70mL der Kulturen (je
nach Zellzahl, Tabelle im Anhang auf der CD) durch Vakuumfiltration (Vakuumpumpe
Emerson) bei geringem Druck (ca. 250mbar) auf einen Polycarbonatfilter (Isopore 1,2µm
RTTP, Millipore, Deutschland). Nach dem Waschen mit jeweils ca. 10mL sterilem See-
wasser (Satobran Kapsulen, Sartorius, Deutschland), wurden die belegten Filter gefaltet,
in Kryo-Vials gegeben, in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Zu
jedem Probenahmezeitpunkt wurden zwei Filter pro Kultur erstellt.
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Tabelle 10: Probenahme fu¨r den Hauptversuch
Verwendungszweck Volumen Aufbewahrung, Behandlung
10mL
Coulter Counter Vial,
Zellzahl und Aufbewahrung bis zur Messung
Quanten-Ausbeute bei den Kulturbedingungen
der entsprechenden Kultur
Filtration durch 0,2µm-Aufsatzfilter





RNA-Extraktion Schockgefrieren in N2,
Lagerung bei -80°C
2.2.5 Bestimmung der Zellzahl
Die Zellzahl wurde mit dem MultisizerTM 3 COULTER COUNTER® (Beckman Coulter
GmbH, Deutschland) mit folgendem Messprinzip bestimmt.
Eine Kapillare, gefu¨llt mit einem schwachen Elektrolyten, trennt zwei Elektroden,
durch die ein Strom fließt. Wird eine Probe angesaugt, kommt es durch die Partikel
(Zellen) zu einer Erho¨hung des Widerstands zwischen den Elektroden. Dieser wird ge-
messen. Die Erho¨hung des Widerstands ist proportional zur Gro¨ße der Partikel. Da ein
definiertes Volumen angesaugt wird, kann außerdem die Zellkonzentration bestimmt wer-
den [http://www.beckmancoulter.com, 06.02.2006].
Die Verdu¨nnung auf den geeigneten Messbereich von 10.000 bis 20.000 Z/mL erfolgte
mit sterilem Seewasser auf ein Endvolumen von 20mL in Coulter Counter Vials.
Aufgrund der Annahme, dass evtl. vorhandene Aggregate oder Ketten von Zellen durch
die Verdu¨nnung und das Schu¨tteln wa¨hrend des Transports zerfallen, wurden die Kultu-
ren mit dem COULTER COUNTER® geza¨hlt. Die durch den COULTER COUNTER®
angegebene durchschnittliche Zellgro¨ße zu Anfang der Kultivierung von etwa 3,5µm ent-
spricht der bei Scott und Marchant (2005) genannten Gro¨ße fu¨r Einzelzellen von
F. curta.
2.2.6 Bestimmung der Quanten-Ausbeute
Die relative Quanten-Ausbeute (im Folgenden
”
Quanten-Ausbeute“genannt) kann als Pa-
rameter zur Beschreibung der Vitalita¨t photosynthetisch aktiver Organismen verwendet
werden. Sie ist ein Maß dafu¨r, wie effektiv die Anregungsenergie aus den Antennenkom-
plexen vom Photosystem II aufgenommen und an die Akzeptoren weitergeleitet wird.
Sie beschreibt die Produktion von O2 pro Mol absorbierter Photonen im Verha¨ltnis zum
2.2 Kultivierung 23
theoretischen Wert von 1/8 (fu¨r 1Mol O2 werden theoretisch 8Mol Photonen beno¨tigt).
Maximalwerte gesunder Pflanzen liegen bei 0,1Mol O2 pro Mol Photonen. Daraus ergibt
sich eine relative Quanten-Ausbeute von 0,8. Liegt eine Scha¨digung des Photosynthese-
apparates vor oder steht der Organismus unter Stress, werden weniger als 0,1Mol O2 pro
Mol Photonen gebildet. Dadurch verringert sich der Wert der relativen Quantenausbeute
und er wird kleiner als 0,8 [von Willert et al., 1995].
Die Ableitung der Energie, welche die Moleku¨le durch die Photonen aufnehmen er-
folgt u¨ber verschiedene Mechanismen. Ein Großteil fließt im Normalfall in die photoche-
mischen Reaktionen, indem die Energie im Photosystem weitergeleitet wird. Teile gehen
aber auch durch Wa¨rmeproduktion, Phosphoreszenz, Fluoreszenz oder Anregung anderer
Moleku¨le fu¨r die Photosynthese verloren. Die Anteile verschieben sich abha¨ngig voneinan-
der, wenn einige der Mechanismen vermindert stattfinden, steigen andere an. Daher kann
man die Fluoreszenz als Messparameter nutzen, um das ganze System zu beschreiben
[von Willert et al., 1995].
Das Messprinzip der relativen Quanten-Ausbeute beruht auf der 1931 von Kautsky
und Hirsch entdeckten Fluoreszenzinduktionskinetik. Wird ein dunkeladaptierter zur
Photosynthese befa¨higter Organismus (oder Teil eines Organismus z.B. Blatt einer gru¨nen
Pflanze) beleuchtet und die Fluoreszenz gemessen, erha¨lt man eine typische Entwicklung
der abgestrahlten Fluoreszenz im Laufe der Zeit [Krause und Weis, 1991]. Aus dem
Kurvenverlauf kann man die Dunkelfluoreszenz F0 und die maximale Fluoreszenz Fm
bestimmen.
F0 wird als Dunkelfluoreszenz bezeichnet und stellt die Fluoreszenz von Chlorophyll
a in den Antennensystemen von Photosystem II dar. Fm ist die maximale Fluoreszenz, die
nach einer Bestrahlung mit Licht hoher Intensita¨t gemessen werden kann
[van Kooten und Snel, 1990].
Induziert wird dieser Anstieg der Fluoreszenz durch einen starken Lichtimpuls, der
den Prima¨relektronenakzeptor Plastochinon (QA) nach dem P680 vollsta¨ndig reduziert,
so dass eine Ableitung der Energie u¨ber QA nicht mo¨glich ist. Die Energie wird daher zu
einem großen Anteil durch Fluoreszenz abgegeben. Nach einiger Zeit wird QA reoxidiert
und kann wieder Elektronen aufnehmen, so dass die Fluoreszenz langsam wieder abnimmt
[von Willert et al., 1995].
Aus F0 und Fm la¨sst sich der Quotient (Fm-F0)/Fm berechnen. Mit Fm-F0 = Fv,
ergibt sich daraus der Quotient Fv/Fm, der in guter Na¨herung die Quanten-Ausbeute
wiederspiegelt [Butler und Kitajima, 1975].
Eine Verringerung von Fv kann z.B. bei hohen Lichtintensita¨ten unter dem Einfluss von
Ka¨lte, Hitze oder Trockenheit hervorgerufen werden und unterschiedliche Ursachen haben
[Bohlhar-Nordenkampf et al., 1989]. Steigt F0 an, deutet das auf Scha¨digungen
der Akzeptoren im Photosystem II hin. Ein niedrigerer Fm-Wert zeigt eine vermehrte Fluo-
reszenzlo¨schung. Dieser Aspekt wird jedoch durch eine Verdunkelung und die Verwendung
eines u¨berlagerten Sa¨ttigungsimpulses wa¨hrend der Messung ausgeschlossen. Im dunkelad-
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aptierten Organismus ist QA vollsta¨ndig oxidiert, die photochemische Fluoreszenzlo¨schung
(Aufnahme der Elektronen durch Akzeptoren, keine Abgabe als Fluoreszenz) ist damit
maximal und die nicht-photochemische Fluoreszenzlo¨schung (Abgabe der Energie z. B.
durch Wa¨rme) Null. Durch den starken sa¨ttigenden Lichtimpuls wird auch die photoche-
mische Fluoreszenzlo¨schung Null, da QA vollsta¨ndig reduziert wird. Die Faktoren, welche
die nicht-photochemische Fluoreszenzlo¨schung beeinflussen (z.B. pH- und Ionengradient),
a¨ndern sich nur sehr langsam, woraus folgt, dass beide Fluoreszenzlo¨schvorga¨nge fu¨r die
Zeit des Anstiegs von F0 zu Fm Null sind [Schreiber et al., 1986].
Eine Abnahme von Fv la¨sst sich bei Verwendung dieser Methode also ausschließlich
auf Scha¨digungen des Photosystems II zuru¨ckfu¨hren.
Die Bestimmung der Quanten-Ausbeute erfolgte mit einem Xe-PAM-Fluorometer (Walz
Mess- und Regeltechnik, Deutschland) unter Verwendung der Sa¨ttigungspulsmethode
[Schreiber et al., 1986]. Durch Dekantieren wurden 6 bis 8mL der Probe aus dem
Coulter Counter Vial in ein schwarz lackiertes Szintillationsgefa¨ß gefu¨llt und nach einer
Dunkelinkubation fu¨r 5 bis 10 Minuten 2mL der Kultur in die Messku¨vette gegeben. Be-
vor die Messung gestartet werden konnte, musste die Signalintensita¨t bei Messlicht durch
Einsetzen von Lochfiltern (5% bis 50%) und Drahtnetzen vor Lampe und Detektor auf
0,2 bis 0,4V eingestellt werden. Von jeder Kultur wurden 2 Messungen durchgefu¨hrt und
die Ergebnisse gemittelt. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Flwin Fluorometer
Version 2.4. Die detaillierten Gera¨teeinstellungen und das Messprogramm sind im Anhang
(CD) beigefu¨gt.
2.2.7 pH und Na¨hrstoffanalyse
Um ggf. einen Begasungsmangel mit CO2 und damit eine Verschiebung des pH-Wertes ins
Basische detektieren zu ko¨nnen, wurde der pH-Wert halbquantitativ mit pH-Fix 4,5–10,0
(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Deutschland) bestimmt.
Die Proben fu¨r anorganische Na¨hrstoffe wurden in einem Evolution III Autoanalyzer
(Alliance Instruments, O¨sterreich) prozessiert. Die Methode basiert auf einer photometri-
schen Messung nachGrasshoff et al. (1983) mit leichten Vera¨nderungen. Die Messung
wurde nicht selbststa¨ndig sondern von Frau Martha Maria Wolff durchgefu¨hrt, der ich an
dieser Stelle dafu¨r danken mo¨chte.
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2.3 RNA-Extraktion und Expressionsanalyse
2.3.1 RNA-Extraktion
RNA wurde von bestimmten Probenahmezeitpunkten extrahiert, die anhand der Zellzah-
len und Quanten-Ausbeute ausgewa¨hlt wurden. Diese sind im Ergebnisteil in Tabelle 23
aufgefu¨hrt.
Die RNA-Extraktion wurde mit TRIreagent (Sigma, Deutschland) durchgefu¨hrt. An-
schließend folgte die Aufreinigung mit dem RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Deutschland)
bzw. RNeasy MinElute Cleanup Kit (Qiagen, Deutschland) inklusive DNase Verdau mit
dem RNase-free DNase Set (Qiagen, Deutschland). Bei einer Zellzahl unter 20 Mio Zellen
pro Filter wurde das RNeasy MinElute Cleanup Kit verwendet, da dieses fu¨r kleinere
RNA-Mengen optimiert ist, ansonsten das RNeasy Plant Mini Kit.
War die Qualita¨t der RNA fu¨r die Verwendung in der cDNA-Synthese nicht ausrei-
chend, wurde die Aufreinigung wiederholt.
RNA-Extraktion mit TRIreagent (Sigma, Deutschland)
Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei 4°C und 12.000~g in einer Centrifuge 5417R
(Eppendorff, Deutschland).
1. Zellaufschluss und Inaktivierung der RNasen: Die Algen wurden mit 1mL
auf 60°C temperiertem TRIreagent (Sigma, Deutschland) vom Filter gespu¨lt und in
ein 2mL Eppendorf-Cup mit Glas-beads (Sigma, Deutschland) gegeben. Es handelte
sich um eine 1:1-Mischung von Beads mit 212-300µm und 425-600µm Durchmesser.
Zweifaches vortexen von je 30 Sekunden diente dem Aufschluss der Zellen.
2. Extraktion: Die Extraktion der RNA erfolgte durch Zugabe von 0,2µL Chloroform
(MERCK, Deutschland) und vortexen (15 Sekunden). Nach der Phasentrennung
(Ruhezeit 5 Minuten) wurde die Flu¨ssigkeit ohne die Glasperlen in ein Phase-Lock-
Tube (Eppendorf, Deutschland) u¨berfu¨hrt, 15 Sekunden kra¨ftig geschu¨ttelt und er-
neut zur Phasentrennung 5 Minuten ruhig stehen gelassen. Durch eine 15-minu¨tige
Zentrifugation trennten sich die wa¨ssrige und die organische Phase auf. Die orga-
nische Phase befand sich nach der Zentrifugation unter dem Phase-Lock-Gel, die
wa¨ssrige daru¨ber.
3. RNA-Fa¨llung: Die Fa¨llung der RNA aus der wa¨ssrigen Phase erfolgte durch Zu-
gabe der gleichen Menge Isopropanol (ca. 500µL) in einem neuen 1,5mL Cup, an-
schließendem Vortexen und einer Inkubation fu¨r mindestens 15 Minuten bei -20°C.
Nach einer 10-minu¨tigen Zentrifugation wurde der U¨berstand vorsichtig vom Pellet
abgenommen und verworfen.
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4. Waschen des Pellets: Nach der Aufgabe von 1mL 75%igem Ethanol und einer er-
neuten Zentrifugation (10 Minuten) wurde der U¨berstand so vollsta¨ndig wie mo¨glich
abgenommen und das Pellet an der Luft getrocknet.
5. Resuspendierung des Pellets: Die Resuspendierung des Pellets erfolgte in 100µL
RNase-freiem Wasser.
Aufreinigung der RNA aus der Trizol Extraktion
Die Aufreinigung erfolgte nach dem RNeasy Mini Protocol for RNA Cleanup (RNeasy
Plant Mini Kit, RNase-free DNase Set) bzw. mit dem RNeasy MinElute Cleanup Kit.
Das Funktionsprinzip der beiden Kits ist identisch. Die MinElute Sa¨ulen sind an kleinere
Elutionsvolumina angepasst und ermo¨glichen es dadurch, auch aus kleineren Zellmengen
ausreichend hoch konzentrierte RNA zu erhalten.
Die RNA wird unter hohen Salzkonzentrationen in ethanolhaltiger Lo¨sung an einer
Silica-Gel Membran gebunden. Durch verschiedene Waschschritte mit ethanolhaltigen Puf-
fern werden Salze und andere Verunreinigungen entfernt. Um die RNA von DNA zu be-
freien, kann ein DNase-Verdau durchgefu¨hrt werden. Die DNase wird aufgegeben, wa¨hrend
die RNA noch an der Membran gebunden ist. Nach einer Inkubation von 20 Minuten bei
30°C folgen weitere Waschschritte mit ethanolhaltigen Puffern. Zuletzt wird die RNA mit
Wasser von der Membran eluiert.
Zur Analyse mit dem NanoDrop® (NanoDrop Technologies, Inc., USA) und dem Bio-
analyzer (Agilent technologies, Deutschland) wurden 3µL aliquotiert, die Lo¨sung wurde
in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.
2.3.2 Kontrolle der Qualita¨t und Reinheit der RNA
Wie schon fu¨r die DNA (Kapitel 2.1.3) beschrieben, erfolgte die Bestimmung der Kon-
zentration und Reinheit der RNA mit dem Nanodrop® Spectrophotometer (NanoDrop
Technologies, Inc., USA). Zusa¨tzlich wurde der Grad der Degradation der RNA mit Hilfe
des Agilent 2100 Bioanalyzers unter Verwendung von RNA Nano Chips (Agilent Techno-
logies, Deutschland) festgestellt.
Fu¨r die quantitative PCR ist es wichtig, intakte RNA zu verwenden, um sicher zu
gehen, dass die gesuchten Sequenzen vollsta¨ndig vorliegen. Auf dem LabChip® werden die
Nukleinsa¨uren ihrer Gro¨ße nach elektrophoretisch aufgetrennt. Sie erreichen den Detektor
somit zu unterschiedlichen Zeiten und ko¨nnen dort auf Grund der Markierung mit einem
Fluoreszenzfarbstoff mit Hilfe eines Lasers detektiert werden.
Zur Vorbereitung mussten die Mikrokana¨le des LabChip® zuna¨chst mit einer Mi-
schung aus Gel und Farbstoff gefu¨llt werden. Dann wurden in jedes Well fu¨r Proben und
Ladder ein Marker, in die 12 Probenwells je 1µL Probe und in ein weiteres Well 1µL RNA
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6000 Ladder (Ambion) gegeben. Die Messung des Chip erfolgte mit dem Agilent Bioana-
lyzer und die Ausgabe der Ergebnisse durch die zugeho¨rige Software. Der Ladder diente
als Standard zur Bestimmung der Gro¨ße der einzelnen Fragmente und der Konzentrati-
on [http://www.chem.agilent.com, 31.07.2006; Reagent Kit Guide RNA 600
Nano Assay, 2003].
2.3.3 Expressionsanalyse
Zur Untersuchung der Expression ausgewa¨hlter AFP-Gene wurden zwei Methoden ange-
wendet, zum einen die halbquantitative PCR und zum anderen die Real-Time-PCR. Fu¨r
beide Methoden musste zuna¨chst die isolierte RNA u¨ber eine reverse Transkription in
cDNA umgeschrieben werden, bevor die Amplifikation der cDNA in einer PCR-Reaktion
mo¨glich war.
Die Art der Detektion der beiden Methoden unterscheidet sich voneinander. Bei der
halbquantitativen PCR findet die Detektion des Produkts erst am Ende der Reaktion
z. B. u¨ber ein Agarose-Gel statt. Dadurch ko¨nnen sich Fehler ergeben, da man, sobald
sich die Amplifikation in der Plateauphase (Kapitel 2.1.1) befindet, nicht mehr von der
Produktmenge auf die Templatemenge schließen kann. Die Einstellung der Zyklenzahl
ist der wichtigste Parameter, der darauf Einfluss hat. Die Zyklenzahl muss so gewa¨hlt
werden, dass man bei niedrigen Template-Konzentrationen ausreichend Produkt erha¨lt,
um dieses detektieren zu ko¨nnen und gleichzeitig bei hochkonzentrierten Proben noch
nicht die Plateauphase erreicht [Mu¨ller, 2001].
Dieses Problem wird bei der Real-Time-PCR umgangen, indem die Quantifizierung
wa¨hrend der Reaktion geschieht. Das ist mo¨glich durch Zugabe von Fluorophoren, wie z.B.
SYBR®Green, die nach Anregung fluoreszieren, wenn sie an doppelstra¨ngiger DNA ange-
lagert sind. In der Real-Time-PCR findet die Quantifizierung schon im unteren Bereich der
exponentiellen Phase statt, da zu diesem Zeitpunkt die Effektivita¨t noch nicht nachgelas-
sen hat und sich bei einer Effizienz von 100% das Produkt pro Zyklus verdoppelt. Es wird
ein Schwellenwert des Fluoreszenzsignals festgelegt, der sich deutlich von der Basislinie
unterscheidet, aber mo¨glichst im unteren Bereich der Amplifikation liegt. Die Proben errei-
chen diesen Schwellenwert (engl.: threshold) je nach Menge des Ausgangstemplates bei un-
terschiedlichen Zyklenzahlen, eine Probe mit viel Template fru¨her als eine mit wenig Tem-
plate. Diese Zyklenzahl ct (engl.: c: cycle, t:threshold) kann mit Hilfe einer Standardgera-
den einer Templatemenge zugeordnet werden [Freeman et al., 1999, Bustin, 2000].
2.3.4 cDNA-Synthese
Fu¨r die Umschreibung der extrahierten RNA in cDNA wurde das Omniskript® RT Kit
(Qiagen, Deutschland) verwendet.
Die Erstrangsynthese erfolgte zu den sechs ausgewa¨hlten Probenahmezeitpunkten (Ka-
pitel 3.3, Tabelle 23) von allen neun Kulturen (3 Parallelen von 3 Kulturbedingungen). Zu
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jedem der gewa¨hlen Zeitpunkte wurde außerdem von je einer Kultur pro Kulturbedingung
eine Non Template Control (NTC) hergestellt. Bei dieser fehlte die reverse Transkriptase
im Reaktionsansatz, so dass keine Erststrangsynthese erfolgte. Diese Proben dienten als
Kontrolle auf DNA-Verunreinigungen in der RNA. Erhielt man bei der PCR (halbquan-
titativ oder Real-Time) ein Produkt, musste dieses auf genomische DNA zuru¨ckzufu¨hren
sein.
Die in Tabelle 11 aufgefu¨hrten Komponenten wurden zusammengegeben und die re-
verse Transkription fu¨r 1 Stunde bei 42°C durchgefu¨hrt. Darauf folgte eine Inkubation
von 10 Minuten bei 85°C, um die reverse Transkriptase zu inaktivieren.
Tabelle 11: Reaktionsansatz der cDNA-Synthese
cDNA NTC
Template RNA 500 ng 500 ng
dNTP Mix 2µL 2µL
Buffer RT 2µL 2µL
Oligo-dT Primer anchored (500 ng/L) 1µL 1µL
RNAse Inhibitor 1µL 1µL
Omniskrip Reverse Transkriptase 1µL -
MA (128,75 · 10−3 ng/µL) 3µL 3µL
NSP (121,55 · 10−7 ng/µL) 3µL 3µL
RNase-freies Wasser ad 20µL ad 20µL
Der Oligo-dT Primer anchored tra¨gt am 3´-Ende des poly-dT ein A/G/C gefolgt von
einem A/T/G/C. So wird die Bindung des Primers an der Grenze vom Poly-A-Tail zum
der codierenden Sequenz gegenu¨ber einem Binden innerhalb des Poly-A-Tails begu¨nstigt.
Der Primer wurde von OPERON Biotechnologies (Deutschland) synthetisiert.
MA und NSP sind Gene aus dem Kohlweißling (Pieris rapae), die als interner RNA-
Standard zugegeben werden, um ggf. Unterschiede in der Transkriptionseffizienz bei der
Erststrangsynthese feststellen zu ko¨nnen. Die Effizienz kann z.B. durch Verunreinigungen,
die hemmend auf die Enzymreaktion wirken, herabgesetzt werden.
Der 20µL Reaktionsansatz wurde nach der Erststrangsynthese mit 180µL Wasser mo-
lecular biology grade (Eppendorf, Deutschland) auf 200µL verdu¨nnt. Von diesen Verdu¨nnun-
gen, die bei gleichma¨ßiger Effektivita¨t die gleiche Menge cDNA enthalten, fanden je 5µL
in der halbquantitativen und der Real-Time-PCR Einsatz.
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2.3.5 Herstellung der Standards
Fu¨r die absolute Quantifizierung in der Real-Time-PCR ist es notwenig, eine Standard-
gerade aus einer Verdu¨nnungsreihe der untersuchten Sequenz anzufertigen. Dazu wurde
aus den Plasmiden, die als Beispielsequenz fu¨r die AFP-Gruppen ausgewa¨hlt worden wa-
ren (Kapitel 3.1.5), eine PCR mit M13 Primern, wie in Kapitel 2.1.4 (Sequenzierung)
beschrieben, durchgefu¨hrt. Die eingesetzte Template-Menge betrug ca. 100 ng. Das PCR
Produkt wurde mit dem MinElute PCR Purification Kit (Qiagen, Deutschland) aufge-
reinigt (Kapitel 2.1.4) und die Konzentration mit dem NanoDrop® ND-1000 UV-Vis
Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Inc., USA) bestimmt. Von dem aufgereinig-
ten Produkt wurde eine Verdu¨nnungsreihe im Bereich 10−3 bis 10−10 in H2O molecular
biology grade (Eppendorf, Deutschland) angefertigt.
2.3.6 Halbquantitative PCR
Die halbquantitative PCR wurde mit dem HotmasterMix (Eppendorf, Deutschland) in
einem Mastercycler® ((Gradient), Eppendorf, Deutschland) durchgefu¨hrt.
Test der Primer
Primer fu¨r quantifizierende PCR mu¨ssen vor der Verwendung auf ihre Spezifita¨t hin un-
tersucht werden, um sicher gehen zu ko¨nnen, dass man ausschließlich das gewu¨nschte Gen
amplifiziert. Das wurde gewa¨hrleistet, indem die AFP-Primer mit den Standardprodukten
anderer AFP-Gruppen getestet wurden.
Fu¨r die halbquantitative PCR erfolgte die Amplifikation der Primer mit unterschiedli-
chen Templates der Standard-Verdu¨nnungsreihen in normalen PCR-Reaktionen. Die Tem-
plates umfassten sowohl den passenden Standard als auch
”
falsche“ Standards, die bei
einer spezifischen Amplifikation kein Produkt ergaben. Der Reaktionsansatz betrug 20µL
mit der in der Tabelle 12 aufgefu¨hrten Zusammensetzung.
Das Temperaturprogramm ist in Tabelle 13 dargestellt, wobei die Annealingtempe-
ratur und die Zyklenzahl variabel waren. Beide Parameter haben bedeutenden Einfluss
auf die Spezifita¨t der Primer und beeinflussen so die Mo¨glichkeit, bei einer halbquantita-
tiven PCR nach der Visualisierung Unterschiede in der Template Menge detektieren zu
ko¨nnen. Sowohl die Annealing-Temperatur als auch die Zyklenzahl wurden wa¨hrend der
Spezifita¨tstests optimiert.
Die Auswertung erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese fu¨r 45 Minuten bei 70V
wie in Kapitel 2.1.1 (Kontrolle der PCR) beschrieben. Das Gel enthielt 1,2% Agarose.
Amplifikation der cDNA
Die Amplifikation der cDNA geschah mit dem in Tabelle 14 gezeigten Temperaturpro-
gramm, welches sich aus den Vorversuchen ergab. Die Annealing Temperatur der AFP-
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Tabelle 12: Zusammensetzung der halbquantitativen PCR
HotMasterMix 8µL
Primer forward (10µM) 0,3µL
Primer reverse (10µM) 0,3µL
Template 5µL
H2O molecular biology grade 6,4µL
Tabelle 13: Temperaturprogramm fu¨r die Optimierung der halbquantitativen PCR
Schritt Funktion Temperatur Dauer
1 Anfa¨ngliche Denaturierung 94°C 2min
2 Denaturierung 94°C 5 s
3 Annealing zwischen 60–68°C 30 s
4 Elongation 68°C 1min
Unterschiedliche Anzahl an Wiederholungen der Schritte 2–4
5 Finale Elongation 68°C 5min
6 Ku¨hlung 4°C ∞
Sequenzen betrug 64°C, die der ribosomalen Sequenz bei 60°C. Als Template dienten die
cDNA bzw. NTC-Proben. Außerdem wurden zu jedem Ansatz eine Positivkontrolle mit
dem Standardprodukt als Template und eine Negativkontrolle mit Wasser als Template
durchgefu¨hrt.
Die Visualisierung erfolgte unter UV-Licht mit einem Photo-Imager (Vilber Lourmat,
Frankreich) und dem Programm BioCapt Version 12.02 (LTF Labortechnik) nach einer 90-
minu¨tigen Gelelektrophorese auf einem 1,2%igen Agarosegel mit 0,001% Ethidiumbromid
bei 100V.
Tabelle 14: Temperaturprogramm fu¨r die halbquantitative PCR
Schritt Funktion Temperatur Dauer
1 Anfa¨ngliche Denaturierung 94°C 2min
2 Denaturierung 94°C 5 s
3 Annealing 64°C bzw. 60°C 30 s
4 Elongation 68°C 1min
30 Wiederholungen der Schritte 2–4
5 Finale Elongation 68°C 5min
6 Ku¨hlung 4°C ∞
2.3 RNA-Extraktion und Expressionsanalyse 31
2.3.7 Real-Time-PCR
Die Real-Time-PCR wurde in einem ABI PRISM® 7000 Sequence Detection System (Ap-
plied Biosystems, USA) durchgefu¨hrt, unter Verwendung des SYBR®GREEN PCR Mas-
ter Mix (Applied Biosystems, USA). Dieser entha¨lt neben Taq Polymerase und dNTPs
außerdem die Farbstoffe SYBR®Green und ROX. ROX dient als Kalibrationsfarbstoff.
SYBR®Green fluoresziert, wenn er mit doppelstra¨ngiger DNA interkaliert. U¨ber die In-
tensita¨t der Fluoreszenz kann die Menge aller doppelstra¨ngigen Nukleinsa¨uren bestimmt
werden. Deswegen sto¨ren Primerdimere in dieser Reaktion besonders stark und mu¨ssen
unbedingt vermieden werden.
Es ist außerdem zu beru¨cksichtigen, dass die RNA DNA-frei sein muss, um eine Am-
plifikation des gesuchten Gens aus genomischer DNA zu vermeiden.
Test der Primer
Der Primertest fu¨r die Real-Time-PCR erfolgte nach dem gleichen System wie fu¨r die halb-
quantitative PCR. Die Primer wurden sowohl mit dem passenden als auch mit
”
falschen“
Templates zur Amplifikation mit dem in Tabelle 15 aufgefu¨hrten Reaktionsansatz und
dem Temperaturprogramm, dargestellt in Tabelle 16, eingesetzt.
Tabelle 15: Reaktionsansatz fu¨r die Real-Time-PCR
SYBR®GREEN PCR Master Mix 10µL
Primer forward (10µM) 0,3µL
Primer reverse (10µM) 0,3µL
Template cDNA 5µL
H2O molecular biology grade 4,4µL
Tabelle 16: Temperaturprogramm der Real-Time-PCR
Schritt Funktion Temperatur Dauer
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In einem dem Primertest entsprechenden Reaktionsansatz kamen cDNA, NTC und die
Verdu¨nnungsreihe des Standard-PCR-Produkts in Triplikaten als Templates bei der Am-
plifikation mit dem Tabelle 16 entsprechenden Temperaturprogramm zum Einsatz.
Die Dissoziationskurve als letzter Schritt der Real-Time-PCR liefert Informationen
u¨ber den Schmelzpunkt des gebildeten Produkts, und ermo¨glicht es so unspezifische Am-
plifikationen zu detektieren. Die Schmelztemperatur einer Nukleinsa¨ure ist abha¨ngig von
ihrer La¨nge und Basenzusammensetzung. Ist die Schmelztemperatur von zwei PCR Pro-
dukten unterschiedlich, handelt es sich um unterschiedliche Sequenzen.
Die Berechnung der ct-Werte erfolgte mit der gera¨teeigenen Software (Sequence De-
tection Software, Version 1.2.3). Der Schwellenwert wurde dabei auf 0,2 Delta Rn gesetzt,
die Basislinie automatisch bestimmt.
Auswertung
Aus der Konzentration des Standard-PCR-Produkts wurde mit Hilfe des Molekularge-
wichts die Kopienzahl pro µL errechnet. Die Bestimmung des Molekulargewichts erfolgte
u¨ber die Sequenz oder die La¨nge des Amplikons mit dem Programm Chang Bioscience Mo-
lecular Weight Calculator [http://www.changbioscience.com, 18.07.2006].
Aus der Zuordnung der ct-Werte zu den entsprechenden Kopienzahlen der Standard-Reihe
ergab sich eine Standardgerade. Wich einer der drei Messwerte (der technischen Triplika-
te der Standards) mehr als 0,4 ct von zwei nahe beieinander liegenden ab, wurde er zur
Berechnung der Standardgerade nicht beru¨cksichtigt. Fu¨r die Standardgeraden der zwei
Anti-Freeze-Proteine AFP 2a und AFP 10 sowie des ribosomalen Proteins rib40 wurde
die Real-Time-PCR selbst durchgefu¨hrt. Die Messwerte fu¨r die Standardgeraden von MA
und Aktin lagen aus vorhergehenden Experimenten von Krell et al. (2006 B) vor.
Die Berechnung der Regressionsgeraden erfolgte mit dem Programm Origin (Origin Lab
Corporation).
Nach den Berechnungen der Kopienzahlen der untersuchten Gene zu den verschiede-
nen Zeitpunkten mit Hilfe der Standardgerade wurden die Ergebnisse der biologischen
Triplikate gemittelt und deren Standardabweichung bestimmt.
Unter Beru¨cksichtigung der Effizienz der cDNA-Synthese u¨ber den internen Standard
MA ergaben sich durch Normierung auf den Versuchsstart T0 Expressionsfaktoren. Dazu
wurde zuna¨chst die Kopienzahl eines Gens jeder Probe durch die zugeho¨rige Kopien-
zahl von MA dividiert, die Werte der Triplikate gemittelt und die Standardabweichung
bestimmt. Danach folgte die Division des Mittelwerts und der Standardabweichung des
jeweiligen Probenzeitpunktes durch den Mittelwert zum Zeitpunkt T0. Fu¨r T0 ergibt sich
dadurch immer der Wert 1, der allerdings eine Standardabweichung besitzt. Die Werte




3.1 Isoformen von AFPs in Fragilariopsis curta
3.1.1 Primer zur Amplifikation aus genomischer DNA
Die Primer sollten zur Amplifikation aus genomischer DNA von Fragilariopsis curta ge-
nutzt werden.
Tabelle 17 zeigt die Sequenzen der neu entworfenen und der bereits vorliegenden Pri-
mer fu¨r die AFPs, sowie die Primer fu¨r das ribosomale Protein. Die Lage der Primer ist
in einem im Anhang (CD) beigefu¨gten multiplen Alignment der fu¨nf fu¨r das Primerdesign
verwendeten Sequenzen angegeben. Alle fu¨r diese Arbeit selber entworfenen Primer (Ka-
pitel 2.1.1 und 2.1.6) wurden von OPERON Biotechnologies (Deutschland) synthetisiert.





sind Positionen, an denen nicht eine Base eingebaut wird, sondern zwei oder drei bzw.
alle vier verschiedenen, jeweils im Verha¨ltnis 1:1 oder 1:1:1 bzw. 1:1:1:1. Sie ermo¨glichen
es, den Primer weniger spezifisch zu machen und so eine gro¨ßere Anzahl verschiedener
Sequenzen mit dem selben Primer zu amplifizieren. Durch die Verwendung der
”
Wobbles“
konnten beim Design der neuen Primer Sequenzen entworfen werden, die sowohl AFPs
aus N glacei als auch aus F cylindrus 3 amplifizieren sollten. Zusa¨tzlich wurden Primer
designed, die nur auf eine der beiden Ausgangsequenzen angepasst waren, sie enthalten
keine
”
Wobbles“. Im Namen enthalten diese Primer ein a fu¨r F cylindrus 3 oder b fu¨r
N glacei als Kennzeichnung.
Basencodierung A: Adenin Wobbels Y: C/T
C: Cytosin M: C/Y
G: Guanin K: G/T
T: Thymin S: C/G
W: A/T
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Tabelle 17: Nukleotidsequenzen der Primer die zur Amplifikation der AFP-Sequenzen und der Sequenz
des ribosomalen Proteins aus genomischer DNA von F. curta verwendet wurden. Kodierung der variablen
Positionen (”Wobbles “) wie folgt: M: A/C, K: G/T, S: C/G, W: A/T, Y: C/T
.
Name Sequenz 5´→ 3´
neu designte Primer fu¨r AFPs
1a f ATC TCT TTT TAC TAT CTG TGG C
2 f TGG MGA TTT CGC TGT CTT KKC
3 f KAC CGG MGA CAT WGS SGT C
3b f TGA CCG GAG ACA TTG GGA C
4 f GMG ACA TWG SSG TCW SKC C
4a f GGC AAC ATA GTC GTC TCG C
4b f GAG ACA TTG GGA CCA GTC C
1a r CCT CCA TAT GCG AAC CTG C
2a r CTC CCA GAA GAT ATT TTC AGC
2b r TTG GAT GGA AAT GTT CTC AGC
3a r TGG CTT GCT TAA CAT TCT TCG
bereits vorliegende Primer fu¨r AFPs
F CCG GCA TGC TCA GTG TTG CC
R GTC CTC GAG GTC CCC GG
1 f TTC GTT ATC CTC GCM AAG GC
11 f AYC ACA ATC CAA ATC CAA ATC C
5b r CCG TCG CTG ATA AGA CAC G
Primer fu¨r ein ribosomales Protein
rib40 1 fw GAT TAG GTG TGA AGT GCT CC
rib40 1 rev AGA TTG CCT TAA TGA AGT TAC C
rib40 2 fw ATT AGG TGT GAA GTG CTC C
rib40 2 rev GTG TTA CGG AGG GCA TAG
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3.1.2 PCR
In Tabelle 18 sind die Primerkombinationen aufgefu¨hrt, mit denen eine Amplifikation
mo¨glicher AFPs aus der genomischen DNA von F. curta gelang. Ein Produkt der PCR
wurde nur mit den Primern erhalten, die an die F cylindrus 3-Sequenz angepasst worden
waren. Sowohl die Primer mit Anpassung an die N glacei-Sequenz als auch die Primer mit
Wobbles ergaben keine Amplifikate.
Die Produkte wurden in der Klonierung eingesetzt, um nach der Plasmidpra¨paration
die Einzelsequenzen der amplifizierten AFPs zu erhalten.
Tabelle 18: Primerkombinationen, mit denen eine Amplifikation aus genomischer DNA aus F. curta
gelang. Angegeben ist außerdem die durch den Vergleich mit der DNA-Leiter abgescha¨tzte Gro¨ße des
Amplikons.
Name Primerkombination Gro¨ße des Amplikons (gescha¨tzt)[bp]
1 F + R 800
C1 1a f + 1a r 800
C2 1a f + 2a r 700
C3 1a f + 3a r 600
C17 4a f + 1a r 500
C18 4a f + 2a r 550
C19 4a f + 3a r 400
C21 1 f + 5b r 700
3.1.3 Restriktionsverdau der Plasmide
Der Restriktionsverdau der Plasmide zeigte, dass 120 AFP-Klone von insgesamt 196 ein
Insert der gewu¨nschten Gro¨ße enthielten (Daten im Anhang auf der CD). Die Plasmide
mit einem Insert der gewu¨nschten Gro¨ße wurden zur Sequenzierung weiter verwendet.
3.1.4 Isoformen von AFPs
Nach dem Aussortieren qualitativ schlechter Sequenzen blieben 102 AFP-Sequenzen fu¨r
die Zuordnung zu den Gruppen u¨brig. Die multiplen Alignments dieser Sequenzen erga-
ben, dass es sich um 40 Isoformen von AFPs handelte (Daten im Anhang auf der CD).
Diese wurden unter Beru¨cksichtigung einer maximalen Abweichung von 1% in der Nukleo-
tidsequenz 11 Clades zugeordnet, deren Verwandtschaftsgrad anhand der A¨hnlichkeiten
in den Sequenzen in Abbildung 7 dargestellt ist. Die Clades konnten auf Grundlage der
phylogenetischen Analyse teilweise weiter zu Gruppen zusammengefasst werden, da die
Sequenzunterschiede unter den Clades einer Gruppe sehr gering waren. Clade 4, 2 und
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Abbildung 7: Verwandtschaftsgrad der Clades der AFP-Sequenzen aus F. curta auf Grund von Se-
quenzunterschieden, erstellt auf Aminosa¨urebasis in einem ”Neighbour joining“Baum. Mit einbezogen
sind Sequenzen aus den Diatomeen F. cylindrus, F. pseudonana und N. glacei sowie eine AFP-Sequenz
aus dem Pilz Typhula ishikariensis. Außerdem dargestellt ist die Zusammenfassung der Clades zu Grup-
pen, sowie deren Bezeichnung. Die Astla¨ngen geben die phylogenetischen Unterschiede zwischen den
Sequenzen an, 0,1 entspricht 10%
8, sowie 11, 5 und 1 bilden die Gruppen 2 bzw. 5. Sie sind den Sequenzen F cylindrus 1
und F cylindrus 2 sowie der Sequenz F pseudonana a¨hnlich. Eine weitere Gruppe bilden
Clade 6 und 7, zusammen mit der Sequenz F cylindrus 3. Die Clades 3, 9 und 10 weisen
gro¨ßere Unterschiede zu anderen Clades auf und wurden keinen Gruppen zugeordnet. Sie
werden im Folgenden mit Gruppe 3, 9 und 10 bezeichnet. Alle Clades zeigen gro¨ßere Un-
terschiede zu den Sequenzen aus N. glacei und T. ishikariesnsis als zu den Sequenzen aus
F. cylindrus und F. pseudonana. Fu¨r die Gruppen wurden Primer fu¨r die quantifizierende
PCR entworfen. Die Namen der Gruppen, die im Verlauf der Arbeit benutzt werden, sind
in Abbildung 7 rechts dargestellt.
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3.1.5 Primer fu¨r die quantifizierende PCR
Auf Grundlage der Zuordnung der Sequenzen aus dem vorhergehenden Abschnitt wurden
fu¨r die Real-Time-PCR Primer fu¨r alle Gruppen von AFPs entworfen. Das Design der
Primer fu¨r die halbquantitative PCR erfolgte nur fu¨r die Gruppen 2, 3 und 5.
Die Primer fu¨r die halbquantitative PCR sind in Tabelle 19 aufgelistet. Tabelle 20 zeigt
die Amplikonla¨nge, die sich aus der Amplifikation mit einem bestimmten Primerpaar er-
gibt, sowie die Zuordnung zur entsprechenden AFP-Gruppe und den dazugeho¨rigen Klon,
der als Sequenzgrundlage zum Primerdesign und der Bestimmung der Amplikonla¨nge
diente.
Tabelle 21 stellt die Primer fu¨r die Real-Time-PCR dar. Neben den Primern fu¨r die
AFP-Sequenzen sind außerdem die Primerpaare fu¨r das ribosomale Protein und Aktin
aufgefu¨hrt. Außer den Sequenzen sind die Clades genannt, fu¨r die eine spezifische Ampli-
fikation erhofft wurde, und der Klon, dessen Sequenz als Grundlage fu¨r das Design des
Primers diente. Das Primerpaar fu¨r Aktin wurde von Krell et al. (2006 B) u¨bernom-
men.
Tabelle 19: Primer fu¨r die halbquantitative PCR
Name Sequenz 5´→ 3´
5 f GAC GTC TGA ACA GGT TGT CG
7 f ATG TAC CTG CCC CAG ATC C
10 f CCG AGA TCA CTG GAA AGG C
6 r TTG TGA TGA TGT TGC TGC CG
8 r TTT GTT GGC GCT GAT GTT GC
9 r CCC CGG CGT GTT GTT TTT G
Tabelle 20: La¨nge der Amplikons bei Verwendung der verschienenen Primerkombinationen fu¨r die halb-
quantitative PCR, sowie die zugeho¨rige AFP-Gruppe und der Klon, der als Sequenzgrundlage zum Pri-
merdesign und der Amplikonla¨nge diente.
Name Primerkombination Amplikonla¨nge [bp] AFP-Gruppe Klon
HQ 1 7 f + 9 r 667 5 Fcurta 1 9E
HQ 2 7 f + 8 r 679 5 Fcurta 8
HQ 3 10 f + 8 r 559 2 Fcurta 1 5A
HQ 4 10 f + 9 r 547 2 Fcurta 3
HQ 5 5 f + 6 r 568 3 Fcurta 1 11F
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Tabelle 21: Sequenzen der Primer fu¨r die Real-Time-PCR sowie die Clades, fu¨r die der Primer spezifisch
sein sollte und der Klon der als Sequenzgrundlage zum Design des Primers genutzt wurde.
Name Sequenz 5´→ 3´ Clade Klon
gr 2a fw CCA ATG TAC CTG GTG GAG CTA TTA C
AFP 2, 4, 8 Fcurta 1 4G
gr 2a rev CTC GGT AGA CGT CGA AAA CTC A
gr 2b fw TGG CCC CTT CGA CAA CTC
gr 2b rev CCC GGT GTC AAT GTT AAA CCA
gr 3 fw CAC TAT TGA CGT TAG AAT CAC CGA T
AFP 3 Fcurta 1 11F
gr 3 rev TGT CTT AAT GAT GAA GAC GGA GCT
gr 5a fw TGC CCC AGA TCC AAA AGC TA
AFP 1, 5, 11 Fcurta 8
gr 5a rev TCG AAC TGT CCA TGA CCA AG TC
gr 5b fw GGT GGC CCA TTC GGT AAC TC
gr 5b rev CAC CCG GTG TCA ACG TTA AAC
gr 6 fw TGA TCA TTG ATA GTT CGG ACA CAT T
AFP 6 Fcurta 2 1B
gr 6 rev GTG TAG TCC GAC GCT TTG ACT
gr 9 fw GAC TAC GTT GGC TCT GCA TTG A
AFP 9 Fcurta 2 6H
gr 9 rev ACA TCC GAC GGC ATC TTC A
gr 10 fw TAT TCA AGC TGC GGC TAC CA
AFP 10 Fcurta 2 7D
gr 10 rev GGC GAC TGA CCA GAA GAT GTT C
rib40 fw CCA CGT GGT ACC GGT CTT GT ribosomales
Protein
Fcurta Rib40 1 1
rib40 rev CAA TCA GTA ATA GCA GCC ATC GA
actin fw ATG AAG ATA TCG CTG CCC TTG T
Aktin nicht bekannt




Die Vorversuche dienten dazu, einen U¨berblick u¨ber das Wachstumsverhalten von F. curta
bei verschiedenen Kulturbedingungen zu erhalten. Die verschiedenen Kulturbedingungen
werden im Material und Methoden-Teil in Kapitel 2.2.2 detailliert beschrieben.
Bei einem Salzgehalt (34‰) verlief das Wachstum bei 0°C mit 0,42 Teilungen pro Tag
langsamer als bei +5°C mit 0,50 Teilungen pro Tag (Abbildung 8 A). Die Temperatur
von +5°C wurde als Ausgangstemperatur fu¨r den Kulturversuch ausgewa¨hlt, um eine
mo¨glichst große Temperaturdifferenz zu -4°C zu erreichen.
Die Zellzahl bei Erho¨hung des Salzgehalts stellte ebenfalls einen Einflussfaktor auf
die Fa¨higkeit der Zellen sich wieder zu erholen dar. Die Kulturen c und d, die bei einer
Zelldichte von 100.000 Z/mL mit Salz auf 70‰ gebracht worden waren, erholten sich
u¨ber den ganzen Versuchsverlauf nicht (Abbildung in Anhang B). Die Quanten-Ausbeute
lag nach 23 Tagen noch immer um den Wert 0,1 (Daten nicht aufgefu¨hrt). Dahingegen
erholte sich zumindest die Quanten-Ausbeute der Kulturen e2 und f2 (Abbildung 9), die
bei einer Zellzahl von 500.000 Z/mL mit Salz behandelt worden waren, innerhalb der 14
Tage leicht. Danach wurde der Versuch abgebrochen, da bei den mit Sole-Lo¨sung auf
70‰ gebrachten Kulturen e1 und f1 eine deutliche Erholung in der Quanten-Ausbeute
zu verzeichnen war (Abbildung 9).
Wachstum war innerhalb von zwei Wochen bei keiner der Kulturen mit einem Salzge-
halt von 70‰ zu verzeichnen (Abbildung 8).
Die Kulturen bei 50‰ dienten als Test, ob dieser Salzgehalt schon eine sehr stark
scha¨digende Wirkung auf die Kultur hat. Beide Kulturen erholten innerhalb von 3 Tagen
auf eine fast optimale Quanten-Ausbeute von 0,5 (Abbildung 9). Ab diesem Zeitpunkt
setzte auch das Wachstum mit einer Rate von 0,28 Teilungen pro Tag fu¨r die Kultur bei
+5°C und 0,13 Teilungen pro Tag bei 0°C wieder ein (Abbildung in Anhang B).
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Abbildung 8: Wachstumsraten der Kulturen der Vorversuche unter verschiedenen Kulturbedingungen
A: Kulturen a bis d, B: Kulturen e1 bis f3. Die Wachstumsraten der Kulturen a, b, e3 und f3 sind in
den Diagrammen angegeben. Die Kulturen c, d, e1, e2, f1 und f2 zeigten kein Wachstum innerhalb von
2 Wochen, zu diesen Kulturen wurden keine Wachstumsraten berechnet.
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Abbildung 9: Ergebnisse der Bestimmung der Quanten-Ausbeute [Fv/Fm] der Kulturen e und f der
Vorversuche, Kulturbedingungen siehe Legende.
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3.2.2 Hauptversuch
Unter Beru¨cksichtigung der Ergebnisse aus den Vorversuchen ergaben sich fu¨r den Haupt-
versuch folgende Kulturbedingungen. Die Kontrollkulturen, die keinem Stress ausgesetzt
waren, wurden bei +5°C und 34‰ kultiviert (Kulturbedingung 1). Kulturbedingung 2,
mit einer Temperatur von +5°C und einem Salzgehalt von 70‰ (±2‰), sollte den Ein-
fluss des Salzgehalts ohne eine Temperatura¨nderung auf den physiologischen Zustand
von F. curta und die Regulation der AFPs zeigen. Die letzte Kulturbedingung diente
der Untersuchung der Reaktion auf Salz- und Ka¨ltestress. Diese Kulturen wurden auf
70‰ (±2‰) aufgesalzen und auf -4°C abgeku¨hlt (Kulturbedingung 3).
Temperatur und Salzgehalt
Bis zum Versuchsbeginn wurden alle Kulturen bei +5°C (±0,5°C) und einem Salzgehalt
von 34‰ kultiviert. Dann folgte die Erho¨hung des Salzgehalts der Kulturen 2 und 3
innerhalb von 4 Stunden auf 70‰ (±2‰) sowie gleichzeitig die Absenkung der Tem-
peratur des Kulturschrankes der Kulturen 3 auf -4°C. Die Einstellung der Temperatur in
den Kulturen dauerte ca. 2 Tage bis auf einen Wert von -3,5°C (Abbildung 10), danach
schwankte die Temperatur zwischen -2,2°C und -4,0°C. In den Kulturen 1 und 2 lag die
Temperatur zwischen +4,2°C und +6,5°C.
Abbildung 10: Temperaturverlauf in den Kulturen K1 und K2, die bei der Solltemperatur +5°C gehalten
wurden und den Kulturen 3, die bei Versuchsstart von +5°C auf -4°C abgeku¨hlt wurden.
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Wachstumsverhalten
Das Wachstumsverhalten von F. curta unter den drei Kulturbedingungen ist in Abbil-
dung 11 sowie Tabelle 22 dargestellt. Eine weitere Abbildung mit der Berechnung der
Wachstumsraten der Kulturen 1 bis 3 ist in Anhang B zu finden. Die Kontrollkulturen
(+5°C, 34‰) wuchsen exponentiell mit einer durchschnittlichen Wachstumsrate von 0,35
Teilungen pro Tag bis zu einer Zellzahl von ca. 2 · 106 Z/mL am Tag 6. Ab Tag 12 setzte
die Absterbephase ein. Die Kulturen 2 und 3 (70‰) brachen bei Versuchsbeginn von
einer Zellzahl von ca. 500.000 Z/mL auf ca. 200.000 Z/mL ein. Bei Kulturbedingung 3
(-4°C, 70‰) war nach einer Anpassungsphase von 7 Tagen wieder ein leichtes Wachstum
mit einer Wachstumsrate von 0,05 Teilungen pro Tag zu verzeichnen. Ab Tag 22 stoppte
das Wachstum. Die Kulturen 2 (+5°C, 70‰) zeigten bis zum Ende des Versuchs kein
signifikantes Wachstum.
Die niedrige Wachstumsrate der Kontrollkulturen war auf ein verlangsamtes Wachs-
tum von nur einer der drei Kulturen zuru¨ckzufu¨hren (siehe Abbildung Anhang B). Kultur
1a und 1b wiesen eine Wachstumsrate von 0,37 bzw. 0,41 Teilungen pro Tag auf. Kultur
1c hingegen zeigte nur eine Wachstumsrate von 0,24 Teilungen pro Tag. Auf Grund der
niedrigeren Zellzahlen der Kultur 1c ergeben sich auch die hohen Standardabweichungen
unter Kulturbedingung 1 in Abbildung 11. Unter den Kulturbedingungen 2 und 3 war ein
starkes Schwanken der Zellzahlen zu verzeichnen, wodurch sich die hohen Standardabwei-
chungen ergeben.
Bei der Kontrolle der Kulturen unter dem Mikroskop (Axiovert 200, Carl Zeiss AG,
Deutschland) wurde festgestellt, dass die Zellen nach der Salzzugabe in den Kulturen
2 und 3 großteils nicht mehr als Einzelzellen vorlagen, sondern unregelma¨ßige Klumpen
bildeten (Abbildung im Anhang auf der CD). Diese Aggregat-Bildung wurde am Ende
des Versuchs auch in den Kulturen 1 beobachtet.
Quanten-Ausbeute
Die Vitalita¨t der Zellen wurde u¨ber die Quanten-Ausbeute bestimmt und ist in Abbildung
12 und Tabelle 22 fu¨r die drei Kulturbedingungen dargestellt. Nach dem Animpfen der
Kulturen stieg die Quanten-Ausbeute aller Kulturen bis zum Versuchsstart (Tag 0) auf
ca. 0,5 an. Die Kulturen 1 (+5°C, 34‰) blieben bis zu Tag 4 etwa auf diesem Niveau
und fielen danach bis zu Tag 12 auf einen Wert von 0,4. Dort stagnierten sie fu¨r 10 Tage,
bevor sie auf einen Wert von 0,36 am Ende des Versuchs abfielen.
Die Quanten-Ausbeute der Kulturen mit erho¨htem Salzgehalt sank bei Versuchsbeginn
auf einen Wert von ca. 0,30 ab. Unter Kulturbedingung 3 (-4°C, 70‰) setzte sofort nach
dem Absinken der Quanten-Ausbeute wieder eine Erholung ein, so dass die Quanten-
Ausbeute nach 18 Tagen wieder einen Wert von 0,49 erreichte. Danach fiel die Quanten-
Ausbeute der Kulturen 3 bis zum Ende des Versuchs auf 0,35 ab. Die Kulturen 2 (+5°C,
70‰) zeigten bis Tag 6 eine leichte Erholung der Quanten-Ausbeute bis auf einen Wert
von 0,37 und darauf folgend ein Absinken auf einen Wert von 0,21 zum Versuchsende.
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Abbildung 11: Zellzahlen der Kulturen unter den verschiedenen Versuchsbedingungen in Z/mL. Die
Werte sind aus den drei parallelen Kulturen gemittelt und die Standardabweichung ist angegeben. Der
graue Strich bei Tag 0 markiert den Versuchsbeginn.
Abbildung 12: Ergebnisse der Messung der Quanten-Ausbeute. Die Werte sind aus den drei parallelen
Kulturen gemittelt, und die Standardabweichung ist angegeben. Der graue Strich bei Tag 0 markiert den
Versuchsbeginn.
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Tabelle 22: Zusammenfassung der wichtigsten Daten der Zellzahlmessungen und der Bestimmung der
Quanten-Ausbeute. T.: Teilungen
Kulturen 1 Kulturen 2 Kulturen 3
(+5°C, 34‰) (+5°C, 70‰) (-4°C, 70‰)
Wachstum
bis Tag 3: bei Aufsalzen: Einbruch bei Aufsalzen: Einbruch
µ = 0,35 T. pro Tag
keine Erholung
Tag 7 bis Tag 22:
µ = 0,05 T. pro Tag
Quanten-
Ausbeute
bis Tag 4: bei Aufsalzen: Einbruch bei Aufsalzen: Einbruch
0,49 von 0,48 auf 0,29 von 0,49 auf 0,33
bis Tag 12: bis Tag 6: bis Tag 18:
Abfall auf 0,4 Erholung auf 0,37 Erholung auf 0,49








Der pH-Wert, der bei Verschiebung in den basischen Bereich einen Mangel an CO2 an-
zeigt, vera¨nderte sich wa¨hrend der Versuchsdauer nicht. In den Kontrollkulturen (+5°C,
70‰) lag er bei 8,0. Die Kulturen mit dem auf 70‰ erho¨hten Salzgehalt hatten einen
konstanten pH-Wert von 8,5.
Der Verlauf der Konzentration der Na¨hrstoffe Nitrat, Phosphat und Silikat sind in
Abbildung 13 dargestellt. Zusa¨tzlich wurden auch die Konzentrationen von Nitrit gemes-
sen, die jedoch nicht abgebildet werden, da alle Werte unterhalb der Bestimmungsgrenze
von 0,4µmol/L lagen. Unter Beru¨cksichtigung der Verdu¨nnung, die fu¨r die Messung von
den Proben angefertigt wurde, entspricht dies einem Wert von <20µmol/L. Diese Werte
wurden zur Darstellung auf Null gesetzt (Phosphat: T12 1a/b, T22 1b/c und T22 3b/c,
Silikat: T12 1a/b/c, T22 1a/b/c sowie 2a und 3c). Außerdem wurde der Wert T22 1a zur
Auswertung nicht beru¨cksichtigt, da er mit Faktoren von 2,5 fu¨r Nitrat, 7 fu¨r Phosphat
und 70 fu¨r Silikat zu stark von den Parallelen (T22 1b/c) abwich.
Nitrat (Abbildung 13A) und Phosphat (Abbildung 13B) zeigen im Verlauf der Konzen-
trationen die gleiche Tendenz. Bereits zu Versuchsbeginn sind sie geringer als in frischem
F/2 Medium (Messwert bei -4 Tagen), da die Kulturen bis zu diesem Zeitpunkt bereits
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4 Tage kultiviert worden waren. Zum Zeitpunkt T0 sind die Werte unter den verschiede-
nen Kulturbedingungen noch a¨hnlich, weil die Kulturbedingungen bis zum Versuchsstart
gleich waren (+5°C, 34‰). Danach sinken die Na¨hrstoffkonzentrationen bis zum Ver-
suchsende ab. Der Abfall in den Kulturen 1 (+5°C, 34‰) ist am ho¨chsten (Nitrat: von
900µmol/L auf 370µmol/L, Phosphat: von 40µmol/L auf <20µmol/L), danach folgt
Kulturbedingung 3 (-4°C, 70‰). Bei Kulturbedingung 2 (+5°C, 70‰) sind die gerings-
ten Vera¨nderungen zu verzeichnen. Die Silikatkonzentration (Abbildung 13C) in den Kon-
trollkulturen fa¨llt bereits innerhalb von 8 Tagen unter die Bestimmungsgrenze ab. Fu¨r die
Kulturbedingung 3 ist kaum eine A¨nderung zu erkennen. Bei Kulturbedingung 2 steigt
die Silikatkonzentration sogar leicht an.
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Abbildung 13: Dargestellt sind die Konzentrationen anorganischer Na¨hrsalze zu den Zeitpunkten T0 (0
Tage), T12 (8 Tage) und T22 (20 Tage). Die Werte bei -4 (schwarze Rechtecke) zeigen die Konzentration
des Na¨hrstoffes in frischem F/2 Medium. Null-Werte lagen unter der Bestimmungsgrenze (<20µmol/L).
A: Nitrat, B: Phosphat, C: Silikat.
48 3 ERGEBNISSE
3.3 RNA-Extraktion und Expressionsanalyse
3.3.1 RNA-Extraktion
Tabelle 23 stellt die Auswahl der Proben, die in der Expressionsanalyse zum Einsatz
kamen, dar. Die Auswahl erfolgte anhand der Ergebnisse des Zellwachstums und der
Quanten-Ausbeute.
Tabelle 23: Auflistung der Proben, aus denen die RNA isoliert wurde. Angegeben sind die Proben-
bezeichnung und die dazugeho¨rige Versuchsdauer. Außerdem wird genannt, weshalb der Zeitpunkt zur
RNA-Extraktion gewa¨hlt wurde.
Probenbezeichnung Versuchsdauer [d] Beschreibung
T0 0
unmittelbar vor Versuchbeginn,
alle Kulturen sind noch unter
Kontrollbedingungen (+5°C, 34‰)
T5 1 1 Tag nach Versuchsbeginn
T7 2
Temperatureinstellung bei




der Kulturen 3 (-4°C, 70‰)
u¨bersteigt die Quanten-Ausbeute
der Kulturen 2 (+5°C, 70‰)
T19 14
Wiederaufnahme des Zellwachstums
in Kulturen 3 (-4°C, 70‰)
T22 20 Versuchsende
Die Konzentrationen der extrahierten und aufgereinigten RNA lagen in einem Bereich
zwischen etwa 80 und 1100 ng Gesamt-RNA pro µL. Im Folgenden wird die Gesamt-
RNA nur als RNA bezeichnet, da fu¨r den weiteren Versuchsverlauf eine Unterscheidung
zwischen den verschiedenen RNA-Spezies nicht von Bedeutung ist. Die A260/A280-Werte,
die bei einem Wert kleiner 2,0 eine Verunreinigung mit Proteinen oder Phenolen anzeigen,
betrugen 2,02 bis 2,34. Der A260/A230-Wert lag in einem Bereich von 1,80 bis 2,63. Er gibt
Verunreinigungen mit Kohlenhydraten, Peptiden, Phenolen oder Aromaten an. Fu¨r eine
saubere RNA sollte der Wert u¨ber 1,8 liegen. Eine detaillierte Auflistung der Ergebnisse
aller Proben befindet sich im Anhang (CD).
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Die Analyse mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Deutschland)
zeigte, dass die RNA nicht degradiert war. Exemplarisch sind die Ergebnisse einiger Pro-
ben in Abbildung 14 dargestellt. Der Peak bei 45 Sekunden zeigt die 28S-RNA, der bei 41
Sekunden die 18S-RNA. Knapp unter 40 Sekunden ist die plastida¨re RNA zu finden. Im
Bereich zwischen 25 und 30 Sekunden tritt die tRNA auf. Die 18S- und 28S-RNA gelten
als Indikator fu¨r die Qualita¨t aller RNA Spezies. Fu¨r eine RNA guter Qualtita¨t sollte der
28S-Peak etwas gro¨ßer sein als der 18S-Peak. Besonders wichtig ist, dass im niedermole-
kularen Bereich keine RNA-Fragmente auftreten, da dies auf eine Degradation hinweist,
die meistens auch in einer Verringerung der 18S- und 28S-Peaks sichtbar wird. mRNA,
die fu¨r die Expressionanalyse interessante Spezies der RNA, ist in den Chromatogrammen
nicht sichtbar.
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Abbildung 14: Protokoll der Qualita¨tskontrolle der isolierten RNA mittels Agilent Bioanalyzer. Oben
befindet sich eine Darstellung als Gel, an der Seite ist die Fragmentgro¨ße in bp angegeben. Unten sind
die Ergebnisse als Chomatogramme dargestellt. Zur genaueren Erla¨uterung siehe Text.
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3.3.2 Halbquantitative PCR
Optimierung des Temperaturprogramms und Spezifita¨tstest der Primer
Bei der Amplifikation der cDNA mit den verschiedenen Primerkombinationen (Tabelle
20) trat bei HQ 1, HQ 3 und HQ 5 ein Produkt der gesuchten Gro¨ße auf. Die Primer-
kombinationen HQ 2 und HQ 4 zeigten keine Amplifikation (Daten im Anhang B).
Mit den Primerpaaren HQ 1, HQ 3 und HQ 5, sowie den ribosomalen Primern die
auch in der Real-Time-PCR als Standard dienten, wurden der Spezifita¨tstest und die Op-
timierung des Temperaturprogramms durchgefu¨hrt. Die Ergebnisse und die Beschreibung
der untersuchten Primer und Templates sind in Abbildung 15 dargestellt. Die Annealing-
temperatur fu¨r die Primerpaare HQ 3 und HQ 5 betrug 64°C. Fu¨r das Primerpaar HQ 1
66°C und fu¨r die rib-Primer 62°C. Die Zyklenzahl wurde auf 30 festgelegt.
Wie erwartet, fand bei den PCRs der untersuchten Primerpaare und Templates 1
und 2, 5 und 6, 9 und 10 sowie 13 und 14 eine Amplifikation statt. Bei allen ist die
Bande mit der Verdu¨nnung des Standards von 10−8 schwa¨cher als die Bande mit der
Verdu¨nnung 10−5. Das Primerpaar HQ 1 zeigte allerdings eine unspezifische Amplifikation
mit dem Standard der Gruppe 2, weshalb dieses fu¨r die weitere Verwendung ausgeschlossen
wurde. Auch Primerpaar HQ 5 zeigte eine schwache unspezifische Amplifikation. Diese
kann jedoch fu¨r die halbquantitative PCR vernachla¨ssigt werden. Die Negativkontrolle































Abbildung 15:Optimierung des Temperaturprogramms der halbquantitativen PCR und Test der Primer
auf Spezifita¨t. Amplifiziert wurden jeweils zwei Standardprodukte der Zielsequenz in unterschiedlicher
Konzentration, sowie ein Standardprodukt einer anderen Sequenz als Test auf die Spezifita¨t. Außerdem
wurde zu jedem Primerpaar eine Negativkontrolle mit Wasser durchgefu¨hrt. Beschriftungen: L: Ladder
100 bp bis 1 kb. Die Primer und Templatekombinationen von 1 bis 16 sind der Tabelle zu entnehmen.
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3.3.3 Expression
Zuna¨chst wurde fu¨r die drei ausgewa¨hlten Primerpaare die halbquantitative PCR mit
allen Proben der Probenahmezeitpunkte T0 und T22 durchgefu¨hrt, um einen U¨berblick
zu erhalten, ob eine Regulation stattfindet. Fu¨r das Primerpaar HQ 3 konnte eine Hoch-
regulation unter allen drei Kulturbedingungen festgestellt werden. Das Primerpaar HQ 5
zeigte kaum eine Amplifikation, so dass nicht erkennbar war, ob eine Regulation auftrat.
Fu¨r die weitere Analyse wurde es deshalb ausgeschlossen. Die Amplifikation mit den ribo-
somalen Primern zeigte entgegen den Erwartungen auch Unterschiede in der Sta¨rke der
Banden. Die Daten zu den vorla¨ufigen Ergebnissen der halbquantitativen PCR befinden
sich im Anhang (CD).
Das Primerpaar HQ 3, welches die AFP-Sequenzen aus Gruppe 2 (AFP 2) amplifiziert,
sowie das Primerpaar rib40 wurde in der halbquantitativen PCR mit allen RNA-Proben
verwendet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 16 dargestellt.
In den Kontrollkulturen (+5°C, 34‰) war nach 14 Tagen eine vermehrte Expression
des AFP 2 zu erkennen, die bis zu Tag 22 wieder abnahm. Sowohl die Kulturen bei +5°C
und 70‰ als auch die mit Salz und Ka¨lte behandelten Kulturen zeigten schon nach
einem Tag eine vermehrte Expression des AFP 2. Die Expression bei +5°C nahm zum
Versuchsende wieder stark ab, wohingegen sie bei -4°C bis zum Ende deutlich erho¨ht war.
Das ribosomale Protein wurde in der Kontrollkultur bis kurz vor Ende des Versuchs, an
dem es leicht abfa¨llt, gleichma¨ßig exprimiert. Die Kulturen 2 (+5°C, 70‰) zeigten eine
gegenu¨ber der Kontrollkultur verminderte Expression, die von Tag 7 bis 14 etwas sta¨rker
war als zu Beginn und gegen Ende der Kultivierung. Die Kulturen 3 (-4°C, 70‰) wiesen
eine vergleichsweise konstante Expression des ribosomalen Proteins auf. Dabei lag die
Sta¨rke der Banden in der Gro¨ßenordnung wie die der Kontrollkultur und nahm zum Ende
der Untersuchung etwas ab.
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Abbildung 16: Ergebnisse der halbquantitiativen PCR. A, B, C: Primer HQ 3 (AFP Gruppe 2); D, E,
F: Primer rib40 (ribosomales Protein); beide Primerpaare jeweils mit den unterschiedlichen Kulturbe-
dingungen. Die Zahlen geben die Versuchsdauer in Tagen (0 bis 20) an. Zu jedem Zeitpunkt wurden die
biologischen Tripilikate untersucht. G: Negativkontrollen HQ 3, H: Positivkontrollen HQ 3 und rib40; I:
Negativkontrollen rib40; L: Ladder 100 bp bis 1 kb
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3.3.4 Real-Time-PCR
Primertest
Fu¨r die Untersuchung der Expression mittels Real-Time-PCR wurden die AFP-Primer
gr 2a, gr 5b und gr 10 ausgewa¨hlt, da sie drei unterschiedliche Gruppen von AFPs re-
pra¨sentieren. Bei der Durchfu¨hrung des Spezifita¨tstest mit dem Standard-Template der
entsprechenden und einer
”
falschen“ AFP-Gruppe, stellte sich heraus, dass es beim Pri-





falschen“ Template betrug fu¨r das Primerpaar gr 5b nur 7 ct,
wohingegen er fu¨r die anderen beiden Primerpaare mindestens 15 ct betrug. Die Daten
dazu befinden sich im Anhang (CD).
Expression
Das ribosomale Protein wurde, wie in Abbildung 17 dargestellt, exprimiert. In den Kon-
trollkulturen stieg die Expression bis zum zweiten Versuchstag von 6, 6 · 104 auf 8, 0 · 104
Kopien pro ng RNA. Bei der relativen Auswertung ergab sich ein Faktor 2. Danach fiel
die Expression bis zum Versuchsende auf eine Kopienzahl von 2, 0 · 104 Kopien pro ng
RNA ab. In der relativen Auswertung entsprach das einem Faktor von etwa 1/2. Nach
dem Salzschock sank die Expression von rib40 in den Kulturen 2 und 3 von 3, 9 · 104
auf 0, 46 · 104 (+5°C, 70‰) bzw. 0, 89 · 104 (-4°C, 70‰) Kopien pro ng RNA. Die dazu
in der relativen Auswertung errechneten Faktoren waren 1/12 bzw. 1/3. Danach folgte
eine Erholung unter beiden Kulturbedingungen bis zu Tag 2. Die Expression von rib40
in den Kulturen 2 sank zwischen Tag 2 und Tag 20 von einem Wert von 1, 0 · 104 auf
0, 18 · 104 Kopien pro ng RNA. Zum Versuchsende entsprach das einem Faktor von 1/45
im Vergleich zu T0, berechnet unter Beru¨cksichtigung des internen Standards MA. Die
Kulturen 3 zeigten den gleichen Verlauf der Expression mit ho¨heren Kopienzahlen. Fu¨r
Tag 2 wurden 2, 6 · 104 Kopien pro ng RNA ermittelt, die bis Tag 20 auf 1, 5 · 104 Kopien
pro ng RNA abnahmen. Das entsprach in der relativen Auswertung einem Faktor von
etwa 1/3 im Vergleich zum Ausgangswert.
Aktin hatte eine dem ribosomalen Protein sehr a¨hnliche Expressionskinetik (Abbil-
dung 18). Die Kontrollkulturen zeigten einen Anstieg der Kopienzahl von 4, 6 ·106 Kopien
pro ng RNA zu Versuchsbeginn auf 6, 2 · 106 Kopien pro ng RNA am Tag 2. Danach fiel
die Kopienzahl bis zum Versuchsende bis auf 2, 5 · 106 Kopien pro ng RNA ab. In der
relativen Auswertung ergab sich ein Faktor von 2,3 fu¨r den Anstieg und von etwa 2/3
fu¨r den Abfall, bezogen auf T0. Die Aktin-Kopienzahlen der Kulturen 2 fielen von etwa
4, 3 ·106 auf 0, 82 ·106 Kopien pro ng RNA (Tag 1), gefolgt von einer Erholung auf 1, 3 ·106
Kopien pro ng RNA (Tag 7) und einem erneuten Abfall auf 0, 56 ·106 Kopien pro ng RNA
bis zu Tag 14. In der relativen Auswertung ergaben sich daraus Faktoren von 1/8 fu¨r Tag
1, 1/5 fu¨r Tag 7 und 1/16 fu¨r Tag 14. Die Kulturen unter Ka¨lte- und Salzstress wiesen zu
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Versuchsbeginn eine Kopienzahl von 5, 2 ·106 Kopien pro ng RNA auf. Sie fiel auf 1, 6 ·106
Kopien pro ng RNA am Tag 1 ab, stieg wieder auf 2, 9 · 106 Kopien pro ng RNA und fiel
erneut auf 2, 0 · 106 Kopien pro ng RNA. Als Ergebnis der relativen Auswertung erhielt
man einen Faktor von 1/2 fu¨r Tag 1, etwa 3/4 fu¨r Tag 7 und wieder 1/2 fu¨r Tag 14.
Abbildung 19 zeigt die Expression von AFP 2, amplifiziert mit den Primern gr 2a. In
allen Kulturen lag AFP 2 zu Beginn unter Kontrollbedingungen (+5°C, 34‰) in etwa
300-facher Kopienzahl pro ng RNA vor. Die Kontrollkulturen (+5°C, 34‰) verblieben
zuna¨chst auf diesem Niveau und stiegen zum Ende hin bis auf eine Kopienzahl von ca.
3, 5 · 103 Kopien pro ng RNA. Unter Beru¨cksichtigung des internen Standards MA ergab
sich ein Faktor von 15. Die Kulturen 2 (+5°C, 70‰) stiegen bis zu Tag 7 auf einen Wert
von 1, 3·103 Kopien pro ng RNA. In der relativen Auswertung entsprach das einem Faktor
2,6. Zum Versuchsende ergab die absolute Auswertung wieder eine Kopienzahl von 300,
wohingegen die relative Auswertung eine Herabregulation um den Faktor 1/2 zeigte. Die
ka¨lte- und salzgestressten Kulturen zeigten ab dem ersten Tag eine deutliche Erho¨hung
der Kopienzahl, die bis zum zweiten Tag auf 9, 2 · 103 Kopien pro ng RNA anstieg. In der
relativen Auswertung ergab sich hier ein Faktor 44. Danach sank die Expression wieder
auf etwa 5, 8 · 103 Kopien pro ng RNA ab, entsprechend einem Faktor von etwa 30 im
Vergleich zu T0 in der relativen Auswertung. Dieses Niveau wurde bis zum Versuchsende
gehalten.
Die Expression von AFP 10 ist in Diagramm 20 dargestellt. Die Kontrollkultur zeigte
bis zu Tag 2 eine Herabregulation von 1, 1 · 105 auf 0, 25 · 105 Kopien pro ng RNA. In
der relativen Auswertung entsprach das einem Faktor von etwa 1/3 im Vergleich zu T0.
Danach stieg die Kopienzahl bis zum Versuchsende auf 13 ·105 Kopien pro ng RNA. Unter
der Beru¨cksichtigung von MA ergab sich eine Zunahme um den Faktor 15 im Vergleich
zum Ausgangswert. Unter Kulturbedingung 2 nahm die Kopienzahl von AFP 10 von etwa
2, 0 · 105 Kopien pro ng RNA zu Versuchsbeginn auf 0, 12 · 105 Kopien pro ng RNA am
Versuchsende ab. In der relativen Auswertung ergab sich eine Herabregulation um den
Faktor 1/60. Unter der Kulturbedingung 3 war bis zu Tag 14 eine Herabregulation von 1, 3·
105 um den Faktor 1/2 auf 0, 65 · 105 zu verzeichnen. Zum letzten Probenahmezeitpunkt
war wieder ein a¨hnlicher Wert wie zum Versuchsstart zu verzeichnen.
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Abbildung 17: Expression von rib40. A: Absolute Quantifizierung: Aufgetragen ist die Kopienzahl
des Gens pro ng isolierter Gesamt-RNA gegen die Versuchsdauer. Der interne Standard MA wird nicht
beru¨cksichtigt. B: Relative Quantifizierung: Dargestellt sind die Expressionsfaktoren zu verschiedenen
Zeitpunkten des Versuchs. Die Expressionsfaktoren errechnen sich aus einer Normierung der Einzeldaten
mit dem internen Standard MA und einer Normierung der Mittelwerte auf den Ausgangszustand der
Kulturen (T0). T0 zeigt nur die Standardabweichung, da der Wert durch die Normierung 1 betra¨gt.
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Abbildung 18: Expression von Aktin. A: Aufgetragen ist die Kopienzahl des Gens pro ng isolierter
Gesamt-RNA gegen die Versuchsdauer. Der interne Standard MA wird nicht beru¨cksichtigt. B: Relative
Quantifizierung: Dargestellt sind die Expressionsfaktoren zu verschiedenen Zeitpunkten des Versuchs. Die
Expressionsfaktoren errechnen sich aus einer Normierung der Einzeldaten mit dem internen Standard
MA und einer Normierung der Mittelwerte auf den Ausgangszustand der Kulturen (T0). T0 zeigt nur
die Standardabweichung, da der Wert durch die Normierung 1 betra¨gt.
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Abbildung 19: Expression von AFP 2, amplifiziert mit Primerpaar gr 2a. A: Absolute Quantifizierung.
Aufgetragen ist die Kopienzahl des Gens pro ng isolierter Gesamt-RNA gegen die Versuchsdauer. Der
interne Standard MA wird nicht beru¨cksichtigt. B: Relative Quantifizierung: Dargestellt sind die Expres-
sionsfaktoren im Laufe des Versuchs. Die Expressionsfaktoren errechnen sich aus einer Normierung der
Einzeldaten mit dem internen Standard MA und einer Normierung der Mittelwerte auf den Ausgangs-
zustand der Kulturen (T0). T0 zeigt nur die Standardabweichung, da der Wert durch die Normierung 1
betra¨gt.
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Abbildung 20: Expression von AFP 10. A: Absolute Quantifizierung. Aufgetragen ist die Kopienzahl
des Gens pro ng isolierter Gesamt-RNA gegen die Versuchsdauer. Der interne Standard MA wird nicht
beru¨cksichtigt. B: Relative Quantifizierung: Dargestellt sind die Expressionsfaktoren zu verschiedenen
Zeitpunkten des Versuchs. Die Expressionsfaktoren errechnen sich aus einer Normierung der Einzeldaten
mit dem internen Standard MA und einer Normierung der Mittelwerte auf den Ausgangszustand der
Kulturen (T0). T0 zeigt nur die Standardabweichung, da der Wert durch die Normierung 1 betra¨gt.
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4 Diskussion
4.1 AFPs in Fragilariopsis curta
Es wurden insgesamt 196 Klone untersucht, die aus der genomischen DNA von F. curta
amplifizierte AFP-Sequenzen tragen sollten. Eine Restriktionsanalyse ergab, dass 120 Klo-
ne Inserts der gewu¨nschten Gro¨ße enthielten, welche zur Sequenzierung genutzt wurden.
Die geringe Anzahl der Inserts tragenden Plasmide war vermutlich darauf zuru¨ckzufu¨hren,
dass eines der PCR-Produkte vor der Klonierung nicht aufgereinigt worden war. Dadurch
kam es zur Aufnahme vieler kurzer Fragmente in die Vektoren, die fu¨r die Sequenzierung
wertlos waren. Weitere 18 Sequenzen eigneten sich auf Grund schlechter Qualita¨t nach der
Sequenzierung nicht zur weiteren Analyse. Die verbleibenden 102 Sequenzen umfassten 40
Isoformen von AFPs und konnten 11 Clades zugeordnet werden (Abbildung 7). Innerhalb
der Clades wichen die Sequenzen in maximal 1% der Nukleotide voneinander ab. Inserts
oder Deletionen waren innerhalb eines Clades nicht erlaubt.
Wie zu erwarten, wurden bei der Amplifiktation aus der genomischen DNA mit Pri-
merpaar 1 vorwiegend Sequenzen gewonnen, die große A¨hnlichkeit mit den Sequenzen
F cylindrus 1, F cylindrus 2 und F pseudonana haben (Abbildung 2 und Tabellen 17 und
18), da dieses Primerpaar auf Grundlage dieser drei Sequenzen entworfen worden war.
Die 26 mit Primerpaar 1 amplifizierten Sequenzen sind in den Clades 1, 2, 3, 4 und 5
zu finden (Abbildung 7). In Clade 1 sowie Clade 8 und 11, die auch in der A¨hnlichkeit
den drei oben genannten Sequenzen zugeordnet wurden, finden sich 8 Sequenzen, die aus
der Amplifikation mit den neu entwickelten Primern gewonnen worden waren. Fu¨r die
restlichen 68 Sequenzen, die mit den neu entwickelten und auf die Sequenz F cylindrus 3
angepassten Primern amplifiziert worden waren, erfolgte die Zuordnung zu den Clades
6, 7, 9 und 1. Sie weisen große A¨hnlichkeiten mit der Sequenz F cylindrus 3 auf. Wie zu
erwarten, ist die A¨hnlichkeit aller Sequenzen aus F. curta zu den Sequenzen N glacei und
T ishikariensis gering.
F. curta tra¨gt in ihrem Genom also eine Vielzahl an Sequenzen, die den bisher aus an-
deren Diatomeen bekannten AFP Sequenzen a¨hneln [Janech et al., 2006,
Krell et al., 2006A]. Diese Isoformen ko¨nnen sowohl aktive Gene mit unterschiedlicher
Funktion oder Wirkungsweise sein als auch durch Mutationen funktionslos gewordene Ge-
ne. Exemplarisch wurde von drei ausgewa¨hlten Sequenzen mit Hilfe der quantifizierenden
PCR die Regulation und damit Aktivita¨t unter Salz- und Ka¨ltestress untersucht. Wel-
che dieser Isoformen tatsa¨chlich in Verbindung mit Ka¨lte aktiv sind, ist eine interessante
Frage, die zu bearbeiten jedoch den Rahmen dieser Arbeit u¨berstiegen ha¨tte.
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4.2 Versuchbedingungen
Fu¨r alle Kulturen wurde eine Belichtung von 25µmol Photonen ·m−2 · s−1 gewa¨hlt. Das
geschah auf der Grundlage vorhergehender Versuche zur Photosynthese im Alfred-Wegener-
Institut Bremerhaven, bei denen bei ho¨heren Lichtintensita¨ten bereits Photoinhibitions-
effekte festgestellt worden waren (nicht vero¨ffentlichte Daten).
Der Ka¨lteschock erfolgte als Abku¨hlung von +5°C auf -4°C, um eine mo¨glichst ho-
he Temperaturdifferenz zu erreichen. Bei +5°C und einem Salzgehalt von 34‰ zeigte
F. curta in Vorversuchen (Daten nicht aufgefu¨hrt) Wachstumsraten von bis zu 0,53 Teilun-
gen pro Tag und Quanten-Ausbeuten von bis zu 0,52. In der Literatur sind fu¨r F. curta fu¨r
die Kultivierung bei +2°C und 50µmol Photonen ·m−2 · s−1 Quanten-Ausbeuten von ma-
ximal 0,7 beschrieben [McMinn, 2005]. Die bei +5°C und 25µmol Photonen ·m−2 · s−1
erreichten Werte von etwa 0,5 wurden als ausreichend fu¨r die Verwendung als Kontroll-
kultur angesehen, da eine Absenkung der Temperatur der Kontrollkulturen eine geringere
Temperaturdifferenz fu¨r den Ka¨lteschock zur Folge gehabt ha¨tte, und ho¨here Photonen-
flussraten zu Photoinhibitionseffekten ha¨tten fu¨hren ko¨nnen.
Eine Temperatur von -4°C entspricht der durchschnittlichen Minimaltemperatur in der
Mitte der Eissa¨ule im antarktischen Winter [Bartsch, 1989]. Bei dieser Temperatur hat
die flu¨ssige Sole in den Solekana¨len einen Salzgehalt von etwa 70‰. In den Vorversuchen
wurde festgestellt, dass F. curta nach einer sukzessiven Zugabe des Salzes in Form einer
hochkonzentrierten Sole in der Lage ist, sich innerhalb von 2 Wochen wieder zu erholen
(Anstieg der Quanten-Ausbeute von 0,1 auf 0,4). Das entspricht vorhergehenden Untersu-
chungen von Bartsch (1989) mit F. cylindrus, die ergaben, dass eine langsame Erho¨hung
des Salzgehalts, wie um 5‰ pro Tag fu¨r die Diatomeen besser zu vertragen ist als eine
plo¨tzliche A¨nderung. Die langsame A¨nderung entspricht den Prozessen des natu¨rlichen
Lebensraums der Diatomee, da eine Erho¨hung des Salzgehalts in den Solekana¨len des
Meereises mit einer langsam sinkenden Temperatur einhergeht.
Bei den vorhergehenden Arbeiten mit F. cylindrus wurde die Vermutung angestellt,
dass nicht die Ka¨lte, sondern der Salzgehalt den regulierenden Faktor fu¨r die Expres-
sion der AFPs darstellen ko¨nnte [Krell et al., 2006 A]. Die AFP-Sequenzen traten
na¨mlich in der Salz-Stress cDNA-Bank auf, nicht jedoch in einer zuvor erstellten Ka¨lte-
Stress cDNA-Bank [Mock et al., 2005]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde
deshalb zusa¨tzlich eine Kulturbedingung gewa¨hlt, bei der, ohne die Temperatur abzusen-
ken, nur eine Erho¨hung des Salzgehalts erfolgte. Eine Untersuchung des Einflusses der
Temperatur ohne eine Erho¨hung des Salzgehalts war nicht mo¨glich, da die Kulturen bei
-4°C und 34‰ gefrieren.
Die Kontrollkulturen wurden folglich bei +5°C und 34‰ kultiviert. Die zweite Kul-
turbedingung war +5°C und 70‰, um den Einfluss von Salz auf die Regulation der AFPs
erfassen zu ko¨nnen. Die dritten Kulturen wurden unter
”
natu¨rlichen“ Bedingungen mit
einer Temperatur von -4°C und einem Salzgehalt von 70‰ kultiviert.
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Um die Anpassung von F. curta an die Stressbedingungen zu untersuchen, wurden wa¨hrend
des Versuchs sowohl die Zellzahl als auch die Quanten-Ausbeute als Parameter fu¨r die Vi-
talita¨t bestimmt. Außerdem gaben diese Daten Auskunft u¨ber die Wachstumsphase, in
der sich die Kultur befand. Erga¨nzende Messungen des pH-Werts und der anorganischen
Na¨hrstoffe Phosphat, Silikat, Nitrat und Nitrit sollten Auskunft u¨ber eine ggf. eintretende
Na¨hrstoﬄimitation gegeben.
Die Kontrollkulturen (+5°C, 34‰) wuchsen bis zu Tag 6 mit einer Wachstumsrate von
0,35 Teilungen pro Tag. Dass dieser Wert niedriger lag als in den Vorkulturen unter glei-
chen Bedingungen, ko¨nnte an der Kulturgro¨ße liegen. Die 5 L Kulturflaschen beschatteten
sich im Kulturschrank gegenseitig, sodass es nicht mo¨glich war, eine einheitliche Belich-
tung fu¨r alle Kulturen einzustellen. Weiterhin ko¨nnten die Scherkra¨fte durch Ru¨hren und
Begasen zu einer Verminderung der Wachstumsrate beigetragen haben. Diese Faktoren
hatten allerdings keinen Einfluss auf die Photosyntheseleistung der Zellen, die bei dem in
den Vorversuchen besta¨tigten Wert von 0,5 lag. Da die Photosynthese nicht beeintra¨chtigt
war, ist zu vermuten, dass das verringerte Zellwachstum nicht auf die Belichtung, welche
die Photosynthese beeinflusst, sondern auf ein Zerschlagen der Zellen durch die Begasung
und das Ru¨hren zuru¨ck zu fu¨hren ist. Ab Tag 4 war in den Kontrollkulturen ein Abfall der
Quanten-Ausbeute zu verzeichnen. Kurz danach (Tag 6) stagnierte auch das Zellwachs-
tum. Sowohl Zellzahl als auch die Quanten-Ausbeute sanken von diesem Zeitpunkt an bis
zum Ende des Versuchs stetig ab. Die fu¨r Tag 8 bestimmten Phosphat- und Nitratgehalte
hatten im Vergleich zum Versuchsbeginn schon stark abgenommen, die Silikatkonzentra-
tion lag bereits unter der Bestimmungsgrenze von 20µmol/L. Da Silikat fu¨r den Einbau in
die Silikatschalen der Diatomeen unverzichtbar ist, ist ohne Silikat kein Wachstum mehr
mo¨glich. Die Zellen waren also silikatlimitiert.
Direkt nach der Erho¨hung des Salzgehalts der Kulturen 2 (+5°C) und 3 (-4°C) auf
70‰ fielen sowohl die Zellzahlen als auch die Quanten-Ausbeuten ab. Der Grund dafu¨r
war eine starke Scha¨digung der Zellen durch das Salz bis hin zum Absterben, wie schon fu¨r
F. cylindrus beschrieben wurde [Krell et al., 2006 B]. Unter beiden Kulturbedingun-
gen stieg die Quanten-Ausbeute zuna¨chst parallel wieder an. Nach 7 Tagen setzten sich
die Kulturen 3 (-4°C, 70‰) von den Kulturen 2 (+5°C, 70‰) ab, da sich die Quanten-
Ausbeuten der Kulturen 3 weiter verbesserte. Ab diesem Zeitpunkt war auch wieder ein
Zellwachstum unter Kulturbedingung 3 (-4°C, 70 ‰) zu verzeichnen.
Der in dieser Arbeit beobachtete Zeitraum der Adaptation an vera¨nderte Salzgehalte
war etwa doppelt so lang wie der von Grant und Horner (1976) und Vargo et al.
(1986) beschriebenen Anpassung fu¨r verschiedene Diatomeen-Arten. Die Wachstumsrate
von 0,05 Teilungen pro Tag entspricht etwa dem unter den gleichen Bedingungen (-4°C,
70‰) fu¨r F. cylindrus erhaltenen Wert von 0,06 Teilungen pro Tag [Krell et al.,
2006 B]. Nach 18 Tagen sanken auch in den Kulturen 3 die Quanten-Ausbeuten wieder.
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Ab Tag 22 stoppte das Wachstum dieser Kulturen. Zu diesem Zeitpunkt hatten die Kultu-
ren 3 (-4°C, 70‰) Nitrat- und Phosphatkonzentrationen erreicht, die denen entsprachen,
bei denen auch das Wachstum der Kontrollkulturen stagnierte. In den Kulturen 2 (+5°C,
70‰) war von Tag 7 an bis zum Versuchsende ein Abfall der Quanten-Ausbeute zu ver-
zeichnen, wa¨hrend die Zellzahl konstant blieb. Die Zellen waren stark gescha¨digt, ko¨nnten
aber, wie bei Bartsch (1989) fu¨r F. cylindrus beschrieben, in der Lage sein eine Pha-
se mit hohem Salzgehalt zu u¨berdauern, um bei niedrigeren Salzgehalten das Wachstum
wieder aufzunehmen. Die Na¨hrstoffkonzentrationen nahmen vom Versuchsstart bis zum
Versuchsende kaum ab, woraus man auf einen geringen Stoffwechsel schließen kann. Fu¨r
Nitrit wurden u¨ber den gesamten Versuchsverlauf in keiner der Kulturen Konzentrationen
u¨ber der Bestimmungsgrenze von 20µmol/L detektiert.
Eine Beeinflussung des Wachstums durch einen Mangel an CO2 kann ausgeschlossen
werden, da sich der pH-Wert im Laufe des Versuchs nicht vera¨nderte. Er blieb fu¨r die
Kontrollkultur (+5°C, 34‰) konstant bei 7,5 bzw. 8,0. Fu¨r die anderen beiden Kultu-
ren betrug er konstant 8,5. Beides liegt nahe an dem fu¨r Meerwasser u¨blichen Wert von
8,2 [Gleitz et al., 1995]. Das Absinken des pH-Werts nach der Zugabe des Salzes ist
vermutlich auf das im
”
Instant Ocean“ enthaltene Bicarbonat zuru¨ckzufu¨hren (Zusam-
mensetzung des Salzes siehe Anhang).
Das Schwanken der Zellzahlen in den Kulturen mit erho¨htem Salzgehalt (Abbildung
11) folgte vermutlich aus der unter dem Mikroskop beobachteten Aggregierung der Zellen.
Durch die Aggregate ergeben sich bei der Bestimmung der Zellzahl mit dem MultisizerTM
3 COULTER COUNTER® gro¨ßere Fehler. Diese ko¨nnten dadurch versta¨rkt worden sein,
dass die Proben an einem Tag beim Transport etwas mehr geschu¨ttelt worden waren als
an einem anderen und dadurch unterschiedlich viele große Aggregate zu kleineren zerfie-
len. Die Bildung der Aggregate war vermutlich auf eine versta¨rkte Bildung von Extrazel-
lula¨ren Polymerischen Substanzen (EPS) zuru¨ckzufu¨hren. Diese werden von verschiede-
nen Diatomeen-Arten z.B. bei Salzstress oder Na¨hrstoﬄimitation [Corzo et al., 2000,
Abdullahi et al., 2006] ausgeschieden. Trotz des durch den Stress gehemmten Wachs-
tums werden weiterhin Assimilate gebildet, die in Form von EPS ausgeschieden werden,
da die Zelle sie anderweitig nicht verwerten kann [Staats et al., 2000].
Die Vitalita¨t und das Wachstum von F. curta wird also durch die Erho¨hung des
Salzgehalts auf das doppelte des Salzgehalts des Oberfla¨chenwassers des Weddell-Meeres
stark beeintra¨chtigt. Bei der Erholung scheint die Temperatur eine bedeutende Rolle zu
spielen. Bei der
”
unnatu¨rlichen“ Bedingung von 70‰ bei +5°C nahmen die Kulturen
das Wachstum innerhalb von 30 Tagen nicht wieder auf. Das Wachstum der Kulturen bei
-4°C setzte hingegen nach einer einwo¨chigen Adaptations- und Regenerationsphase wieder
ein. Diese Bedingungen entsprechen der Situation im Meereis, bei der eine Erho¨hung der
Salzgehalts der Sole in einem Solekanal auf 70‰ durch eine absinkende Temperatur auf
etwa -4°C bedingt ist.
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Die Extraktion der RNA wurde optimiert, da sich die in vorherigen Versuchen fu¨r F. cylin-
drus verwendete Methode (eigene unvero¨ffentlichte Daten) mit dem RNeay Plant Mini Kit
(Quiagen, Deutschland) als ungeeignet herausstellte. Bei der Isolation aus F. curta waren
die Ausbeuten gering und die RNA zeigte Degradation. Zuru¨ckgefu¨hrt wurde das auf den
polaren Lysispuffer, der nicht schnell genug in die Zellen gelangte, um dort die RNAsen
zu inaktivieren. Daher wurde die RNA-Extraktion mit TRIreagent (Sigma, Deutschland)
durchgefu¨hrt. TRIreagent entha¨lt Phenol, ist unpolar und kann deswegen leicht in die
Zelle eindringen. Es wurde eine Aufreinigung inklusive DNase-Verdau angeschlossen.
Durch Unterschiede in den Qualita¨ten und Konzentrationen der RNA ko¨nnen die Effi-
zienzen der Erststrangsynthese und der Real-Time-PCR unterschiedlich sein
[Brunner et al., 2004] und zu Fehlern fu¨hren, wenn sie nicht durch Normierung auf
einen internen Standard ausgeglichen werden. Als interner Standard wurde MA, eine
ku¨nstliche RNA aus dem Kohlweißling, verwendet. U¨blich ist bei der relativen Auswer-
tung eine Normierung auf ein Haushaltsgen [Bustin, 2000] anstelle der Normierung auf
eine ku¨nstlich zugegebene RNA. Da die RNA des Haushaltsgens genau so behandelt wird
wie die des untersuchten Gens, werden dadurch weitere Unterschiede in Reinheit und Qua-
lita¨t zwischen den Proben erfasst, die wa¨hrend der Extraktion zustande kommen ko¨nnen
[Pfaffl, 2004]. In dieser Arbeit wurden ein ribosomales Protein und Aktin als Haus-
haltsgene ausgewa¨hlt. Da fu¨r diese beiden Gene jedoch auch eine Regulation festgestellt
wurde, erfolgte die relative Auswertung u¨ber MA.
Fu¨r die Real-Time-PCR wurde neben der relativen Auswertung noch eine absolute
Auswertung durchgefu¨hrt. Diese Art der Auswertung verdeutlicht den Verlauf der Regu-
lation und die Expressionsho¨he.
Ein weiteres Problem stellte die Spezifita¨t der Primer fu¨r die Zielsequenz dar. Schon
die Auswahl geeigneter Bereiche fu¨r das Primerdesign war sehr schwierig, da in den kur-
zen Bereichen von ca. 20 Nukleotiden nur sehr wenige Abweichungen auftraten und diese
selten eine Unterscheidung einer Gruppe zu allen anderen Gruppen ermo¨glichten. Beim
Test der Primer auf Spezifita¨t musste außerdem 1 von je 3 fu¨r die halbquantitative und
Real-Time-PCR ausgewa¨hlten Primerpaaren wegen mangelnder Spezifita¨t aussortiert wer-
den. In der Real-Time-PCR trat bei der Expressionsanalyse des AFP 10 eine unspezifische
Amplifikation auf. Diese wurde bei der Schmelzpunktanalyse sichtbar, da sich fu¨r verschie-
de Proben, die mit dem gleichen Primerpaar amplifiziert worden waren, unterschiedliche
Schmelztemperaturen ergaben (Daten im Anhang auf der CD).
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4.4.1 Regulation der Haushaltsgene
Sowohl fu¨r das ribosomale Protein als auch fu¨r Aktin wurde eine Regulation im Laufe
des Versuchs festgestellt. Die bei der absoluten Auswertung auftretenden teilweise sehr
hohen Standardabweichungen, sind in erster Linie auf Unterscheide in der Effizienz der
Erststrangsynthese oder Pipettierfehler zuru¨ckzufu¨hren. Schließen kann man das daraus,
dass sie in der relativen Auswertung durch die Normierung auf MA, welche dazu dient
genau diese Fehler auszugleichen, geringer ausfallen.
Die Regulation der beiden Haushaltsgene korreliert sehr gut mit den Ergebnissen der
Zellzahlbestimmung und der Quanten-Ausbeute (Abbildungen 11, 12, 17 und 18). Vor
der Absenkung der Temperatur und der Erho¨hung des Salzgehalts war die Expression des
ribosomalen Proteins und Aktins in allen Kulturen etwa gleich. In den Kontrollkulturen
(+5°C, 34‰) war mit steigender Quanten-Ausbeute und Zellzahl fu¨r Tag 1 und 2 eine
etwa doppelte Expression des ribosomalen Proteins und Aktins zu verzeichnen. Mit dem
Abfall der Quanten-Ausbeute und der Zellzahl wurde die Kopienzahl dieser beiden bis
auf ca. die Ha¨lfte des Ausgangswerts herunterreguliert.
Fu¨r die Kulturen bei +5°C und 70‰ zeigte sich gleichzeitig mit dem Salz-Schock und
dem Abfall der Quanten-Ausbeute und der Zellzahl ein starker Abfall der Expression des
ribosomalen Proteins und Aktins auf ca. 1/12 bzw. 1/8 des Ausgangswerts. Danach kam
es zu einer leichten Erholung, bis die Expression des ribosomalen Proteins schließlich auf
unter 1/32 am Versuchsende und fu¨r Aktin auf ca. 1/16 an Tag 14 abfiel. Den gleichen
Verlauf zeigte auch die Quanten-Ausbeute. Ein Zellwachstum konnte bei den Kulturen 2
nicht festgestellt werden. Der Expressionslevel lag mit 1 · 104 Kopien pro ng RNA fu¨r das
ribosomale Protein weit unter dem der Kontrollkultur mit 8 · 104 Kopien pro ng RNA in
den ersten Versuchstagen. Fu¨r Aktin finden sich weniger als 1 · 106 Kopien pro ng RNA
in den Kulturen 2 im Vergleich zu 6 · 106 Kopien pro ng RNA in den Kontrollkulturen bei
gutem physiologischen Zustand.
Der Verlauf der Regulation der Haushaltsgene der Kulturen mit erho¨htem Salzgehalt
und verringerter Temperatur (-4°C, 70‰) a¨hnelt dem zuvor beschriebenen, ist jedoch
weniger ausgepra¨gt. Zu Versuchsbeginn wurde die Expression nur bis auf einen Faktor
von 1/3 bzw. 1/2 des Anfangswertes gesenkt. Das entsprach dem Abfall der Quanten-
Ausbeute und der Zellzahl, der allerdings genau so stark war wie bei den Kulturen 2.
Sowohl das ribosomale Protein als auch Aktin erholten sich bis Tag 7 so weit, dass sie
in der Expressionssta¨rke fast wieder den Ausgangswert erreichten. Obwohl das Anstei-
gen der Quanten-Ausbeute und der Zellzahl bis Tag 20 anhielt, war ab Tag 14 bei der
Expression der Haushaltsgene schon wieder ein Abfall bis auf die Ha¨lfte des Ausgangs-
werts zum Versuchsende zu verzeichnen. Die maximale Expression lag fu¨r das ribosomale
Protein bei 2 · 104 Kopien pro ng RNA, was etwa 1/4 der Expressionsta¨rke der Kontroll-
kultur entspricht. Fu¨r Aktin betrug sie mit 3·106 Kopien pro ng RNA etwa die Ha¨lfte des
Maximalwertes der Kontrollkultur.
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Die halbquantitative PCR zeigte ebenso keine konstante Expression des ribosomalen
Proteins. Der Verlauf der Regulation stellte sich allerdings anders dar als in der Real-
Time-PCR. Alle Kulturen zeigten am Tag 0 und Tag 22 eine geringere Expression als
an den dazwischen liegenden Tagen. Die Expression zum Zeitpunkt 0 war auch nicht
bei allen Kulturen gleich stark. Diese Ergebnisse sind mit Vorsicht zu betrachten, da die
halbquantitative PCR schwierig zu optimieren ist (Kapitel 2.3.3).
Die Regulation der Haushaltsgene ist folglich stark vom physiologischen Zustand der
Zellen abha¨ngig. Mit sinkender Quanten-Ausbeute sinken auch die Expressionsraten von
Aktin und des ribosomalen Proteins.
Eine Regulation von Haushaltsgenen wurde fu¨r Prokaryoten sowie bei medizinischen
Forschungen an menschlichem oder Versuchstiergewebe vielfach dokumentiert. Fu¨r die
Pappel (Populus) wurde eine Regulation u¨blicher Haushaltsgene wie z.B. Aktin, Tubulin
oder Cyclophilin unter unterschiedlichen Kulturbedingungen (Jahreszeiten) von Brun-
ner et al. (2003) beschrieben. Wird eine Regulation von Haushaltsgenen festgestellt,
werden sie als Referenz fu¨r die Expressionsanalyse nutzlos. Die Ergebnisse wurden in
dieser Arbeit deswegen auf die ku¨nstliche RNA MA normiert.
4.4.2 Regulation ausgewa¨hlter AFPs
Die fu¨r die Expressionsanalyse ausgewa¨hlten Sequenzen der Anti-Freeze-Proteine zeigten
unterschiedliche Vera¨nderungen unter den verschiedenen Kulturbedingungen.
Bei AFP 2 trat die sta¨rkste Regulation unter erho¨htem Salzgehalt in Verbindung mit
der abgesenkten Temperatur (-4°C, 70‰) auf. Am Tag 1 konnte schon die 16-fache Ex-
pression im Vergleich zu T0 verzeichnet werden, die bis auf einen Faktor von 44 anstieg.
Darauf folgte ein leichter Abfall, sodass sich bis zum Versuchsende die 30-fache Expressi-
on im Vergleich zum Ausgangswert einstellte. Die Kulturen mit erho¨htem Salzgehalt und
Kontrolltemperatur (+5°C, 70‰) zeigten hingegen kaum eine Regulation von AFP 2.
Nach der Salzzugabe war ein Anstieg der Kopienzahl auf das Doppelte des Ausgangs-
werts bis Tag 7 zu verzeichnen. Danach sank die Expression bis zum letzten Versuchstag
auf die Ha¨lfte ab. Die Ergebnisse der halbquantitativen PCR besta¨tigten die Ergebnisse
der Real-Time-PCR fu¨r die ka¨lte- und salzgestressten Kulturen. Fu¨r die salzgestressten
Kulturen zeigte die halbquantitative PCR eine Erho¨hung der Expression von Tag 1 bis
Tag 14, welche in der Real-Time PCR-nicht festgestellt wurde.
Die Regulation von AFP 2 wurde also stark durch Ka¨lte und die Erho¨hung des Salz-
gehalts beeinflusst, wohingegen die alleinige Erho¨hung des Salzgehalts keinen eindeuti-
gen Regulationseffekt zeigte. Das widerspricht der von Krell et al. (2006 A) ange-
stellten Vermutung, dass die Regulation von AFPs hauptsa¨chlich u¨ber den Salzgehalt
geschieht. In einer cDNA-Bank aus mit Salz gestressten F. cylindrus Kulturen wurden
Sequenzen fu¨r AFPs gefunden, die in einer zuvor erstellten Ka¨lte-Stress cDNA-Bank
[Mock et al., 2005] nicht aufgetreten waren. Begru¨ndet ko¨nnte das darin sein, dass
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die Ka¨lte-Stress Bank bei -1,8°C angefertigt wurde. Diese Temperatur liegt im gleichen
Bereich wie die Temperatur des Oberfla¨chenwassers des Weddell-Meeres (0 bis -2°C)
[Olbers et al.,1992] und stellt damit fu¨r die Eisdiatomeen keinen starken Stress dar.
Im Vergleich zu den Haushaltsgenen und AFP 10 zeigte sich jedoch, dass die Expression
von AFP 2 in den Kulturen 2 (+5°C, 70‰) wesentlich weniger beeinflusst wurde, als
die Expression der anderen Gene. Alle anderen Gene zeigten eine Herabregulation um
einen Faktor 1/8 bis zu 1/64, wohingegen bei AFP 2 ein leichter Anstieg auf einen Fak-
tor von 2 zu verzeichnen war. Obwohl also durch den Salzschock der Stoffwechsel stark
beeintra¨chtigt wurde, wurde AFP 2 weiterhin etwa auf dem Ausgangsniveau exprimiert.
AFP 2 scheint bei eingeschra¨nkter Stoffwechselleistung ein bevorzugt exprimiertes Gen
unter den gegebenen Bedingungen zu sein.
Außerdem ließ sich fu¨r AFP 2 eine Abha¨ngigkeit der Expression von anderen Stress-
faktoren nachweisen. Die Kontrollkultur zeigte zum Ende des Versuchs sowohl in der halb-
quantitativen als auch in der Real-Time-PCR eindeutig eine Hochregulation des Gens um
einen Faktor bis zu etwa 16. Zu diesem Zeitpunkt waren der Zustand der Kulturen und
die Versorgung mit Na¨hrstoffen schlecht.
Fu¨r AFP 10 ließ sich keine ka¨lteabha¨ngige Regulation feststellen. Die ka¨lte- und
salzgestressten Kulturen (-4°C, 70‰) zeigten u¨ber den gesamten Versuchsverlauf keine
Vera¨nderung der Regulation um mehr als die Ha¨lfte. Die Expression in den Kulturen
bei +5°C und 70‰ war hingegen mit Faktoren bis zu 1/64 sehr stark beeintra¨chtigt,
es wurde a¨hnlich reguliert wie das ribososmale Protein und Aktin. Die Kontrollkulturen
zeigten in den ersten zwei Tagen eine auf 1/4 des Ausgangswerts verminderte Expression,
die bis zu Tag 20 aber auf das 16-fache des Ausgangswerts anstieg. Hieraus kann gefolgert
werden, dass die Regulation von AFP 10 u¨ber andere Stressfaktoren als u¨ber Ka¨lte oder
Salz geschieht. Die verminderte Expression in den ersten beiden Tagen ko¨nnte auf den
guten physiologischen Zustand der Kulturen zuru¨ckzufu¨hren sein. In der Wachstumsphase
werden mo¨glicherweise vermehrt Gene exprimiert, die fu¨r essentielle Zellkomponenten wie
z.B. Ribosomen oder Zellstrukturkomponenten kodieren.
Die Ergebnisse der Expressionsanalyse fu¨r AFP 2 besta¨tigen, dass Meereisorganismen
Mechanismen zur schnellen Anpassung an vera¨nderte physikalische und chemische Be-
dingungen besitzen [Mock und Thomas, 2005]. Salzgehalt und Temperatur der Sole
in den Kana¨len des Meereises sind dabei Faktoren, die von der Zelle bei der Vera¨nde-
rung der Außentemperatur und damit der Bildung des Eises oder auch des Schmelzen des
Eises detektiert werden ko¨nnen. Sie vera¨ndern sich zuna¨chst schneller als z.B. die Na¨hr-
stoffsituation oder der pH-Wert, die erst durch die Stoffwechselaktivita¨t im Laufe der
Zeit vera¨ndert werden. Der Salzgehalt ist außerdem ein interessanter Regulationsfaktor,
da das Gefrieren des Wassers und der damit einhergehende erho¨hte Salzgehalt Wasser
binden und so einen Wassermangel hervorrufen.
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4.5 Ausblick
Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zeigen, dass die polare Diatomee F. curta eine
Vielzahl an Genen fu¨r AFPs besitzt und diese außerdem regulierbar sind. Die Fa¨higkeit
zur Regulation stellt eine Anpassung an die sich schnell vera¨ndernden physikalischen und
chemischen Parameter wa¨hrend der Bildung und der Schmelze des Meereises dar.
Um die Untersuchungen zur Regulation und Funktion der AFPs vertiefen zu ko¨nnen,
sollte die Expression der einzelnen Clades differenzierter untersucht und so die aktiven
Gene der AFPs herausgefiltert werden. Hierzu bedarf es einer weiteren Optimierung der
Real-Time-PCR. Außerdem sollten weitere Untersuchungen zu den Regulationsmechanis-
men durchgefu¨hrt werden, aus denen hervorgeht, ob Ka¨lte, wie in diesem Experiment,
oder ob Salz, wie es sich bei Krell et al. (2006 A) andeutete, der hauptsa¨chlich re-
gulierende Faktor fu¨r die Gene der AFPs ist. Dafu¨r ko¨nnten weitere Experimente mit
niedrigeren Salzkonzentrationen durchgefu¨hrt werden, um die starke Gesamtscha¨digung
der Zellen, die in diesem Experiment auftraten, zu vermeiden. In diesem Zusammenhang
wa¨re auch eine Untersuchung interessant, warum die auf -4°C abgeku¨hlten Kulturen die
Erho¨hung des Salzgehalts wesentlich besser verkrafteten als die bei +5°C gehaltenen.
Zur Wirkungsweise der AFPs auf die Eisbildung und ggf. schu¨tzende Mechanismen fu¨r
Zellkomponenten werden bereits Untersuchungen durchgefu¨hrt. Im Gegensatz zu AFPs
aus Pflanzen oder Tieren ko¨nnten AFPs aus Meereis-Diatomeen bei den Versuchen der
Anwendung zur Trockenresistenz geeigneter sein. Da bei den Meereis-Diatomeen eine ver-
ringerte Temperatur auch mit einem stark erho¨hten Salzgehalt einhergeht, erho¨ht sich der




In dieser Arbeit wurden die Diversita¨t und Expression von Anti-Freeze-Proteinen aus
Meereis-Diatomeen am Beispiel des Modellorganismus Fragilariopsis curta untersucht.
Mit Hilfe universeller AFP-Primer, die auf der Grundlage bekannter AFP-Sequenzen
aus den Diatomeen Fragilariopsis cylindrus, Fragilariopsis pseudonana und Navicula gla-
cei entworfen worden waren, konnten insgesamt 40 Isoformen von AFP-Sequenzen aus
genomischer DNA von F. curta amplifiziert werden. Diese Sequenzen wurden zu 11 Cla-
des zusammengefasst. Die AFP-Sequenzen aus F. curta wiesen gro¨ßere A¨hnlichkeiten zu
den Sequenzen aus den Fragilariopsis Arten auf als zu denen aus N. glacei.
Bei der Kultivierung von F. curta unter erho¨htem Salzgehalt (70‰) und optimalen
Temperaturverha¨ltnissen (+5°C) sowie erho¨htem Salzgehalt und gleichzeitig verringer-
ter Temperatur (-4°C) stellte sich eine gro¨ßere Toleranz der Diatomee gegenu¨ber dem
erho¨hten Salzgehalt bei gleichzeitiger Abku¨hlung heraus als gegenu¨ber einer Erho¨hung
des Salzgehalts bei einer Temperatur von +5°C.
In dem dritten Teil der Arbeit wurde beispielhaft die Expression zweier Gruppen von
AFPs unter Ka¨lte und erho¨htem Salzgehalt mit Hilfe der Real-Time-PCR untersucht. Die
Regulation dieser beiden Gene fu¨r Anti-Freeze-Proteine war unterschiedlich. Fu¨r eines der
beiden konnte eine starke Erho¨hung der Expression bei Temperaturen von -4°C und einem
Salzgehalt von 70‰ festgestellt werden. Unter erho¨htem Salzgehalt bei +5°C zeigte F.
curta diese starke Reaktion nicht, allerdings wurde die Expression dieses Gens weniger
inhibiert als die Expression der parallel untersuchten Haushaltsgene. Fu¨r das zweite un-
tersuchte AFP zeigten sich kaum A¨nderungen in der Expression unter dem Einfluss von
Ka¨lte und erho¨htem Salzgehalt. Beide AFP-Gene wurden wa¨hrend der Absterbephase
auch in der Kontrollkultur (+5°C, 34‰ ) vermehrt exprimiert.
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pH 7,0 ggf. mit HCl und NaOH einstellen
Die Feststoffe wurden eingewogen und in Wasser gelo¨st. Nach der Einstellung des
pH-Wertes wurde das Volumen entsprechend mit Wasser aufgefu¨llt.
Herstellung des Salzwassermediums nach Guillard 1975
Zusammensetzung der Stocklo¨sungen:
Na¨hrsalzstocklo¨sungen (alle Lo¨sungen wurden mit bidest. Wasser angesetzt):
1) NaNO3 75 g/L
2) Na2HPO4 · 2 H2O 6,24 g/L
3) Na2SiO3 · 9 H2O 15 g/L
4) Metall-Mix-Stocklo¨sungen
a) ZnSO4 · H2O 0,15 g
CuSO4 · 5 H2O 0,10 g
CoSO4 · 7 H2O 0,12 g
MnSO4 · H2O 2,00 g
b) FeCl3 · 6 H2O 5g
c) Na2MoO4 · 2 H2O 0,065 g
d) Na2EDTA (Titriplex III) 5 g
(gelo¨st in 100mL bidest. Wasser)
Zusammensetzung Metall-Mix
10mL der Stocklo¨sung a)
10mL der Stocklo¨sung b)
10mL der Stocklo¨sung c)
10mL der Stocklo¨sung d)
Die Mischung wird auf 1000mL mit bidest. Wasser aufgefu¨llt.




a) Biotin 1mg / 10mL bidest. Wasser
b) Vitamin B12 1mg / 10mL bidest. Wasser
Zusammensetzung der Vitaminmischung:
1mL der Stocklo¨sung a)
1mL der Stocklo¨sung b)
20mg Thiamin-HCL
Die Vitamin-Mischung wurde bei -20°C gelagert.
Zusammensetzung des F/2-Mediums:






Nach jeder Zugabe wurde gru¨ndlich gemischt, damit es nicht zu Ausfa¨llungen der Salze
kam. Nach Zugabe aller Komponenten betrug der pH ca. 8.
Das Medium wurde durch Satobran Kapsulen (Sartorius, Deutschland) auf 0,2µm
sterilfiltriert.
TAE-Puffer
1xTAE-Puffer wurde durch Verdu¨nnen des 50xTAE-Puffers (Eppendorf, Deutschland)
mit deionisiertem Wasser hergestellt. Das Pufferkonzentrat beinhaltet 2M Tris-Acetat
und 0,05M EDTA bei pH8,5.
TE-Puffer
TE-Puffer wurde durch Verdu¨nnen von Tris- und EDTA-Pufferkonzentraten (1M Tris
pH8,0 (Ambion, Inc., USA), 0,5M EDTA pH8,0 (Ambion, Inc., USA) mit Reinstwasser
hergestellt. Die Endkonzentrationen betrugen 10mM Tris und 1mM EDTA.
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Instant Ocean und Sea Salts im Vergleich mit Meerwasser
Angaben in mg/L bei 35‰
Herstellerangabe Herstellerangabe Zusammensetzung
InstantOcean Sea Salts Seewasser 1
Cl 19.251 19.290 19.499
Na 10.757 10.780 10.805
SO4 2.659 2.660 2.690
Mg 1.317 1.320 1.288
Ca 398 400 413
K 402 420 399
CO3 192 200 12
HCO3 zusammen mit CO3 106
Br 2,30 56 k. A.
Sr 8,60 8,8 7,89
BO3 32,40 5,6 k. A.
F <0,05 1 k. A.
Li 0,18 0,3 0,14
Si k. A. k. A. 0,14
Ru Spuren k. A. k. A.
I, IO3 0,22 0,24 k. A.
Ba Spuren (<0,05) k. A. 5,49E−03
Mo Spuren (<0,01) k. A. 9,59E−03
V Spuren (<0,04) k. A. 2,04E−03
Al Spuren (<0,04) k. A. 5,39E−05
Zn Spuren (<0,02) k. A. 6,54E−05
Cu Spuren (<0,03) (74% CuCO3) k. A. 6,35E−05
Fe Spuren (<0,03) k. A. 5,58E−06
Ni Spuren (<0,04) k. A. k. A.
Cr Spuren (<0,006) k. A. 1,56E−04
Mn Spuren (<0,01) k. A. 2,20E−05
Co Spuren (<0,05) k. A. 2,95E−06
Ag k. A. k. A. 1,08E−06
Pb Spuren (<0,005) k. A. 1,24E−05
Cd Spuren (<0,02) k. A. 1,12E−05
As Spuren (<0,0002) k. A. k. A.
Sn Spuren k. A. k. A.
Sb Spuren k. A. k. A.
Se Spuren k. A. k. A.
Hg keins k. A. k. A.
PO4 keins k. A. 18,99
NO3 keins k. A. 12,40
Daneben <0,5 Spurenelemente
Zusammensetzung Instant Ocean und Sea Salts im Vergleich mit Meerwasser































































































Alignment der Aminosa¨ureseqenzen der AFPs auf deren Grundlage der Neighbour joining - Baum erstellt wurde
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Wachstumsraten der Kulturen aus dem Hauptversuch
Abbildung 21: Wachstumsraten der Kulturen 1 und 3. Von Kultur 2 wurde keine Wachstumsrate
bestimmt. Die Werte sind aus den drei parallelen Kulturen gemittelt und die Standardabweichung ist
angegeben. Der graue Strich bei Tag 0 markiert den Versuchsbeginn. N: Zellzahl in Z/mL
Abbildung 22: Wachstumsraten der einzelnen Kulturen unter Kulturbedingung 1. Der graue Strich bei
Tag 0 markiert den Versuchsbeginn.
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Primertest fu¨r die halbquantitative PCR
Slot auf dem Gel Primerkombination (vgl. Tabelle 20) Template
L 100bp Leiter
1 HQ 1 5
2 HQ 2 5
3 HQ 3 2
4 HQ 4 2
5 HQ 5 3
Negativ 1 HQ 1 Wasser
Negativ 2 HQ 2 Wasser
Negativ 3 HQ 3 Wasser
Negativ 4 HQ 4 Wasser
Negativ 5 HQ 5 Wasser
Primertest fu¨r die halbquantitative PCR
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Standardgeraden fu¨r die Real-Time-PCR
Standardgerade fu¨r die Real-Time-PCR MA
Standardgerade fu¨r die Real-Time-PCR rib40
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Standardgerade fu¨r die Real-Time-PCR Aktin
Standardgerade fu¨r die Real-Time-PCR AFP 2a
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Standardgerade fu¨r die Real-Time-PCR AFP 10
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C Gera¨te und Materialien
Allgemein
• Centrifuge 5417 R, Eppendorf, Deutschland
• Centrifuge 5810 R, Eppendorf, Deutschland
• Thermomixer comfort, Eppendorf, Deutschland
• Pipetten: 10, 20, 100, 200 und 1000µl, Eppendorf, Deutschland
• Mehrkanalpipetten 10, 100, 200, 1000 und 1200µL, Eppendorf, Deutschland




• Reaktionsgefa¨ße: 0,2, 0,5, 1,5 und 2,0mL, PCR Clean Eppendorf, Deutschland
• Zentrifugenro¨hrchen, 15 und 30mL, Orange Scientific, Belgien
• 96 V Mikrotiterplatten, Biozym, Deutschland
• Deepwell Platten, 96 well, 2,2mL, Omnilab, Deutschland
• PCR-Film, Eppendorf, Deutschland
• Norm Ject, 20 und 50mL Spritzen, steril, Henke Sass Wolf GmbH, Deutschland
• Sterilfilter: Minisart, Porenweite 0,20µm, Sartorius, Deutschland
• Water Molecular Biology Grade, Eppendorf, Deutschland
• Ethanol, p.a., ≥ 99,8%, Carl Roth, Deutschland
• Isopropanol, p.a. ≥ 99,7%, Carl Roth, Deutschland
• Flu¨ssiger Stickstoff




• Mastercycler® (Gradient), Eppendorf, Deutschland
• HotmasterMix, Eppendorf, Deutschland
• ReadyMixTM, TaqPCR Reaction Mix With MgCl2, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland
• TE-Puffer: 1M Tris pH 8,0, Ambion, Inc., USA
0,5M EDTA, pH 8,0, Ambion, Inc., USA
Agarose-Gelelektrophorese
• Elektrophorese-Kammer: MiniSub® Cell, Sub-Cell® GT, Sub-Cell®Modell 96, Bio-
Rad, Deutschland
• Elektrophorese-Kammer, MWG-Biotech, Deutschland
• Spannungsgeber: Power Pack Basic, Bio-Rad, Deutschland
• Mini Electrophoresis Power Supply E143, Consort, Belgien
• Photo-Imager: Vilber Lourmat, Frankreich, EDV-Programm BioCapt
• Dark Reader, Clare Chemical Research, USA
• Agarose LE, Ambion, Inc., USA
• 50x TAE-Puffer (2 M Tris-Acetat, 0,05 M EDTA, pH 8)
• Loading buffer, Applied Biosystems, USA
• PCR 100bp Low Ladder, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
• DNA Ladder, 1kB (0,5–10 kB), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
• SYBR® Green Nucleic Acid Gel Stain, Molecular ProbesTM , invitrogen detection
technologies, InvitrogenTM life technologies, Invitrogen GmbH, Deutschland
• Ethidium-Bromid, aqueous solution, for molecular biology, 10mg/mL, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Deutschland
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PCR-Produkt-Aufreinigung
• Laboport Vakuumpumpe, KNF, Deutschland
• MinElute Gel Extraction Kit, Qiagen, Deutschland
• MinElute PCR Purification Kit, Qiagen, Deutschland




• QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen, Deutschland
• R.E.A.L.® Prep96 Plasmid Kit, Qiagen, Deutschland
• Isopropanol
• Ethanol (96%, 70%)
Sequenzierung
• ABI Prism 3130xl Genetic Analyzer, Applied Biosystems, USA
• DyeEx 2.0 Spin Kit, Qiagen, Deutschland
• DyeEx 96 Kit, Qiagen, Deutschland
• FG, TCII Reaction Plate, 96 well barcode, Applied Biosystems, USA
• ABI PRISM® BigDye® Terminator v3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit,
Applied Biosystems, USA




• Unimax 1010-Schu¨ttler mit Heizmodul Inkubator 1000, Heidolph Instruments, Deutsch-
land
• Topo TA Clonig® Kit (containing pCR®2.1-TOPO®), Invitrogen GmbH, Deutsch-
land
• One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli, Invitrogen GmbH, Deutschland
• Kunststoff Petri-Schalen
• Hefeextrakt, Omnilab, Deutschland
• Trypton, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
• Natriumchlorid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
• Agar select, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
• Kanamycin solution from Streptomyces kanamyceticus, Sigma-Aldrich, Chemie GmbH,
Deutschland
• X-Gal, Promega GmbH, Deutschland
• AirPore Tape Sheets, Qiagen, Deutschland
• Sterile Zahnstocher
Kulturen
• Lichtthermostat, RUMED, Rubarth Apparate GmbH, Deutschland
• Pumpen: EcoAir, JBL GmbH & Co.KG, Deutschland
Optima, Holm, Deutschland
• LI-COR Radiation Sensor, Typ LI-1000, LI-COR® Biosciences, USA
• Axiovert 200, Carl Zeiss AG, Deutschland
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• Sterilfilter fu¨r Medienfiltration: Satobran Kapsulen, Sartorius, Deutschland
• Erlenmeyerkolben, 0,5 bis 2 L
• 5L Schott Flaschen mit weitem Hals (ca. 10 cm Innen-Durchmesser)
• Silikonstopfen




• Magnetru¨hrer und hantelfo¨rmige Magnetru¨hrsta¨bchen
• Luftfilter: Midisart 2000, Porenweite 0,20µm, Sartorius, Deutschland
• Instant Ocean®, Aquarium Systems, Frankreich
• Sea Salts, Sigma, Deutschland
Probenahme
• Vakuumpumpe: Emerson
• 3-fach Filtrationsgestell und 30mL Filteraufsa¨tze (Sartorius, Deutschland)
• Norm Ject, 20 und 50mL Spritzen, steril, Henke Sass Wolf GmbH, Deutschland
• MultisizerTM 3 COULTER COUNTER® , Beckman CoulterTM, Beckman Coulter
GmbH, Deutschland
• Zentrifugenro¨hrchen, 15 mL, Orange Scientific, Belgien
• Isopore Membrane Filters, Filtertype 1,2µm RTTP, Millipore, Deutschland
• 2,0mL Apex-Microtube Conical NS, neoLab, Deutschland
• Flu¨ssiger Stickstoff
• 0,2µm filtriertes Seewasser
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Zellzahlbestimmung
• MultisizerTM 3 COULTER COUNTER®, Beckman CoulterTM, Beckman Coulter
GmbH, Deutschland
• Coulter® Isoton® II Diluent, Beckman CoulterTM, Beckman Coulter GmbH, Deutsch-
land
• 20mL Probengefa¨ße, Beckman CoulterTM, Beckman Coulter GmbH, Deutschland
Bestimmung der Quanten-Ausbeute
• XE-PAM-Fluorometer, Heiner Walz GmbH, Deutschland
• Control Unit FL-100, Photon System Instruments, Tschechien
• Power Supply PS-2/30
• Schwarz lackierte Szintillations-Glasgefa¨ße, 20mL
pH-Messung und Na¨hrstoffanalyse
• pH-Fix 4,5–10,0, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Deutschland
• Evolution III Autoanalyzer, Alliance Instruments, O¨sterreich
RNA-Extraktion
• Biofuge Fresco, Heraeus, Deutschland
• RNeasy Plant Mini Kit, Qiagen, Deutschland
• RNeasy MinElute Cleanup Kit, Qiagen, Deutschland
• RNase-Free DNase Set, Qiagen, Deutschland
• Glas beads (212–300µm / 425–600µm), Sigma Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
• Phase-Lock-Tubes, Eppendorf, Deutschland
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• TRI®reagent, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
• Chloroform, p.a. stabilisiert mit Ethanol, MERCK KgaA, Deutschland
• Isopropanol
• Ethanol (96%, 80%, 70%)
• β-Mercapto-Ethanol, fu¨r Molekularbiologie, MERCK KgaA, Deutschland
• Flu¨ssiger Stickstoff
RNA-Qualita¨tskontrolle
• NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer, NanoDrop Technologies, Inc.,
USA
• Agilent 2100 Bioanalyzer und RNA Nano Chip, Agilent Technologies, Deutschland
• RNA 6000 Ladder, Ambion, Inc., USA
cDNA-Synthese
• Omniskript® RT Kit, Qiagen Deutschland
Real-Time-PCR
• ABI RISM® 7000 Sequence Detection System, Applied Biosystems, USA
• SYBR®GREEN PCR Master Mix, Applied Biosystems, USA
• 96-well optical reaction plate, Applied Biosystems, USA
• Optical adhesive cover starter Kit, Applied Biosystems, USA
Computerprogramme
• Chang Bioscience Molecular Weight Calculator
(http://www.changbioscience.com/genetics/mw.html)
• Chromas Lite 2.01, Technelysium Pty Ltd
• ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/)
97
• Clustal X 1.83
• Mafft
• Origin® 7G SR2, Origin Lab Corporation
• Primer Express 2.0.0, Applied Biosystems, USA
• SeqMan 5.07, DNASTAR Inc.
• Treecon 1.3 b, Yves van de Peer, Copyrigt 1994–2001
• Treeview 1.6.6, Copyright Roderic D.M. Page, 2001
• Bioanalyzer: Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer, 2100 Expert, Version 3.01.03
SI 136, Copyright 2003 Agilent Technologies
• Mikroskop: Axio Vision 4.4, Copyright 2002–2005, Carl Zeiss Vision GmbH
• NanoDrop: NanoDrop 3.1.0 oder NanoDrop ND-1000 3.2.1, Coleman Technologies
Inc for NanoDrop Technologies, Copyright 1998 National Instruments Corporation
• PAM Fluorometer: Flwin, Fluorometer Version 2.4
• Photoimager: BioCapt Version 12.02, LTF Labortechnik
• Real-Time-PCR: Sequence Detection Software, Version 1.2.3, 7000 System Software,
RQ Study Application, Copyright 2001–2004 Applied Biosystems, USA
• Sequenzierier: Sequencing Analysis Software v5.2 Patch 2, Copyright 2005 ABI
